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INTRODUCCIÓN 
 

Las enfermedades virales en el ganado bovino constituyen una causa importante de 

problemas sanitarios asociados con pérdidas económicas en la industria ganadera bovina. 

La infección por el Virus de la Leucosis Bovina (VLB) tiene un comportamiento endémico 

a nivel mundial. La enfermedad cursa como asintomática en la mayoría de los animales 

infectados, a lo largo de su vida disminuyen considerablemente su capacidad productiva y 

la ganancia de peso en pie se ve comprometida, la producción de leche disminuye y se 

generan costos adicionales a causa de infecciones concomitantes (Acaite, Tamosiunas, 

Lukauskas, Milius, & Pieskus, 2007; Barez et al., 2015). 

El ganado bovino es considerado el hospedero natural del VLB, sin embargo su presencia 

también se ha visto en ovejas y búfalos, (De Oliveira et al., 2016; Nekoei, Hafshejani, 

Doosti, & Khamesipour, 2015)  recientemente se ha reportado la presencia de ADN y de 

proteínas virales en tejido humano de mujeres con cáncer y sin cáncer de seno (G. C. 

Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; N. A. Gillet & Willems, 2016; Mesa, 

Ulloa, & Gutiérrez, 2013; Ochoa-Cruz, Uribe, & Gutierrez, 2006; Zhang et al., 2016) . Con 

este antecedente nace el proyecto titulado "Búsqueda y relación filogenética del virus de la 

Leucosis bovina (VLB) en tejido mamario humano con y sin neoplasia y en linfocitos de 

bovinos seropositivos", financiado por Colciencias bajo el Contrato 637 de 2014. Dicho 

proyecto tiene dos componentes importantes, el humano y el bovino.  En el proyecto 

humano se busca detectar y analizar el VLB obtenido de tejido mamario humano con y sin 

neoplasia y en el proyecto bovino se busca realizar una caracterización epidemiológica y  
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molecular del VLB en ganado colombiano tratando de demostrar potencial zoonótico viral. 

Los dos trabajos tienen un componente común que es tratar de determinar la vía de 

transmisión del virus del ganado al humano y con los resultados de los dos trabajos se 

espera dar respuesta a la pregunta principal del macroproyecto que es: ¿cuál es la relación 

que existe entre el cáncer de seno humano y el VLB? 

El proyecto que se describe a continuación aborda el problema del VLB apoyándose en la 

hipótesis de que es un virus zoonótico. Para tal fin se utilizaron las definiciones de la 

Organización mundial de la Salud (OMS), el Centro para el control y la prevención de las 

enfermedades (CDC) y la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE), las cuales se 

complementaron hasta proponer 9 características que deben ser tenidas en cuenta cuando 

una infección es considerada como zoonótica.   

En Colombia se tiene poca información sobre los aspectos epidemiológicos y moleculares 

del VLB.  Recientemente se reportó una seroprevalencia por animal del 42%, pero no se 

han reportado los genotipos virales ni las secuencias génicas del ganado colombiano; poco 

se sabe a nivel molecular del receptor en la célula B y se tienen solo algunos reportes de la 

presencia viral en células distintas a los linfocitos.  

Por este motivo se realizó este estudio epidemiológico y molecular del VLB en Colombia, 

que si bien buscó determinar su capacidad zoonótica, también dio información adicional 

sobre la presencia del virus y sus genotipos circulantes en la población bovina analizada, 

sobre los segmentos de genes tax, gag y env obtenidos en linfocitos aislados de bovinos y 

en sus productos de consumo como lo son carne y leche cruda, finalmente sobre la 

molécula AP3D1 como posible receptor viral en linfocitos bovinos. 
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Los resultados obtenidos que se encuentran en este documento, están distribuidos en tres 

capítulos. El primero titulado “Características virales”, es una revisión teórica de las 

particularidades del VLB en su hospedero natural que es el ganado bovino, el segundo 

denominado “Características epidemiológicas del VLB en Colombia”, responde a la 

prevalencia viral y a los genotipos encontrados según el proceso y uso de herramientas 

bioinformáticas de las secuencias de los tres genes virales analizados. Estos resultados se 

encuentran sintetizados en la siguiente publicación:  

Adriana Patricia Corredor, Nury Nathalia Olaya Galán
, 

Salas Sandra, Juan Sebastián 

Quintero, Álvaro Fajardo, Martín Soñora, Pilar Moreno, Juan Cristina, Alfredo
 
Sánchez, 

Julio Tobón, Diego Ortiz, María Fernanda Gutiérrez. Genotipo 6 oculto y co-circulando 

con el genotipo 1 del Virus de la Leucosis Bovina en ganado bovino colombiano. Sometido 

 

El tercer capítulo se titula: “Análisis del potencial zoonótico del VLB” y es donde se 

aborda el tema del potencial zoonótico desde dos puntos de vista. El primero evidenciando 

la presencia del VLB en leche de ganado bovino y en carne cruda para consumo. Este 

reporte es muy importante porque muestra la posible ruta de transmisión del virus al 

humano. El segundo enfoque fue el análisis de la molécula propuesta como receptor viral 

sobre la célula bovina y su similitud con ésta  misma  presente en la célula humana.  Los 

resultados se encuentran sintetizados en los artículos que se presentan a continuación: 

 

N. N. Olaya-Galán, A. P. Corredor-Figueroa, T. C. Guzmán-Garzón, K. S. Ríos-Hernandez, 

S. P. Salas-Cárdenas, M. A. Patarroyo and M. F. Gutierrez. Bovine leukaemia virus DNA 
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in fresh milk and raw beef for human consumption Epidemiol. Infect. Page 1 of 6. 2017 

doi:10.1017/S0950268817002229 

Adriana Corredor, Janneth González, Luis A. Baquero, Hernando Curtidor, Nury Olaya, 

Manuel A. Patarroyo, María F. Gutiérrez In silico and in vitro analysis of boAP3d1 protein 

interaction with bovine leukaemia virus gp51. Plos One Abril 2018 

https://www.worldcat.org/issn/1932-6203 

Adriana Patricia Corredor-Figueroa, Nury Nathalia Olaya-Galán, Juan Sebastián Quintero, 

Sandra Patricia Salas-Cárdenas, Nathalia Alarcón, Karina Salvatierra, Manuel Alfonso 

Patarroyo, María Fernanda Gutiérrez. Bovine leukaemia virus genotype and genomic 

variations in fresh milk and raw beef for human consumption. Sometido.  

Por último y fuera del contexto de este trabajo, pero buscando cumplir los compromisos 

adquiridos ante Colciencias, los resultados más relevantes este proyecto se reunirán con el 

trabajo realizado en VLB en el humano. De esta unión deberá publicarse un último artículo 

en el que se analizará si la relación que tiene el VLB con el cáncer de seno es de presencia, 

asociación y causalidad o si se trata de una zoonosis que no tiene relación con la patología 

de seno. 

https://www.worldcat.org/issn/1932-6203
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1. CARACTERÍSTICAS VIRALES 
 

1.1 Virus de la Leucosis Bovina: Historia 
 

El virus de la Leucosis bovina (VLB) causa una enfermedad denominada Leucosis bovina 

enzoótica (LEB), de la cual se tiene registro desde las primeras observaciones de Leisering 

en 1871, donde identificó una enfermedad en el bovino que causaba esplenomegalia y 

leucocitosis persistente, no obstante en ese momento no se conocía la causa específica de 

esa sintomatología (Aida, Murakami, Takahashi, & Takeshima, 2013). Posteriormente se 

empezaron a notificar casos de LEB en todo el mundo, principalmente en el Reino Unido, 

Suiza, Estados Unidos, Suecia, Francia, Japón e incluso algunas regiones de América 

Latina (Burny et al., 1985). Más adelante, en Alemania, se iniciaron los estudios de la 

enfermedad y del agente etiológico y en el año 1969 Miller y colaboradores visualizaron 

por microscopía electrónica estructuras similares a agentes virales a partir de linfocitos 

infectados, pero solo hasta el año 1972 se logró relacionar su presencia con el desarrollo de 

la enfermedad (Burny et al., 1978; Burny et al., 1985; Miller, Miller, Olson, & Gillette, 

1969). 

 

1.2 Estructura, genoma viral y clasificación 
 

El VLB pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, la cual se divide 

en 6 géneros: alfaretrovirus, betaretrovirus, gammaretrovirus, epsilonretrovirus, lentivirus y 

deltaretrovirus donde se encuentra el VLB junto con el HTLV, virus causante de leucemia 
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en humanos. Como particularidad de todos los retrovirus, su genoma es de ARN diploide 

de cadena sencilla y de polaridad positiva, el cual viene acompañado de una 

retrotranscriptasa para llevar a cabo su ciclo viral.  Es un virus envuelto con un tamaño 

aproximado de 80 a 125 nm (ICTV, 2014) y es considerado un “retrovirus complejo” por 

tener en su genoma codificación tanto para proteínas estructurales típicas de todos los 

retrovirus como una región denominada pX, la cual codifica para proteínas auxiliares con 

función regulatoria como las proteínas Tax y Rex. De igual manera en su genoma se 

encuentran dos LTR o Long Terminal Regions, ubicadas en los extremos 5’ y 3’ del 

genoma viral, que están compuestas por las subregiones U3-R-U5 que cumplen funciones 

específicas para la transcripción. Su genoma tiene un tamaño de 8714 nucleótidos con 8 

Marcos Abiertos de Lectura (ORF) (Figura 1) (Boris-Lawrie, Altanerova, Altaner, 

Kucerova, & Temin, 1997; Cullen, 1991; N. Gillet et al., 2007; Rola-Luszczak et al., 2013). 

 

 

 

Figura 1 Esquema del genoma del VLB. Autoría propia 
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El gen gag consta de 1183 nucleótidos, codifica para las proteínas de cápside p24 y es 

frecuentemente utilizado en el laboratorio para determinar la presencia del virus por su 

nivel de conservación. El gen pX de 3304 nucleótidos, codifica para la proteína Tax que 

cumple funciones regulatorias, activa la transcripción para favorecer la expresión viral e 

interactúa con factores de transcripción celulares. Algunos mecanismos descritos por los 

cuales Tax induce transformación en las células es por la inhibición de la reparación del 

ADN, el bloqueo de la apoptosis, el actuar como transactivador de los LTRs, el alterar la 

regulación de la transcripción y de la traducción celular. Algunos experimentos en ratones 

han demostrado que esta proteína coopera con el oncogén Ha-ras para inducir la 

transformación completa de las células y formar el tumor, así mismo interactúa con el 

oncogén myc, entre otros factores celulares (N. Gillet et al., 2007). 

 

Hasta la fecha no hay evidencia de que existan mutaciones en el gen tax que estén 

relacionadas con la presencia o el desarrollo de la leucemia en el ganado y tampoco que 

este gen esté relacionado con el genotipo viral.  

El segmento que corresponde al gen env tiene una longitud de 1547 nucleótidos, codifica 

para la proteína de la envoltura la cual se encuentra compuesta por la glicoproteína 51 que 

es la porción extracelular cuya nomenclatura es gp51-SU y la glicoproteína 30 que es la 

porción transmembranal, conocida como gp30-TM (Johnston, Albritton, & Radke, 2002; 

Johnston & Radke, 2000). Esta proteína es fundamental para el reconocimiento y entrada 

del virus a la célula hospedera y es además una de las proteínas más inmunogénicas del 

virus. Adicionalmente este gen es usado para la genotipificación viral.  Hasta el momento 

se han reportado 10 genotipos del VLB en diferentes regiones del mundo empleando 

técnicas de RFLP, secuenciación del genoma completo o secuenciación parcial o total de 
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env, encontrando al genotipo 1 como el más prevalente a nivel mundial (Polat, M. et al.,  

2017).  

La estructura del virión está dada por las proteínas de la cápside p24, p15 y p12, donde la 

proteína p24 predomina y empaqueta el ARN en unión con la proteína p12, luego la p15 

conforma una matriz que interactúa con las proteínas transmembranales de la envoltura.  La 

envoltura consta principalmente de 2 glicoproteínas, la gp30 (TM) y la gp51 (SU) y una 

región lipídica obtenida de la membrana celular de su célula hospedera. La gp51 cuenta con 

un dominio globular de superficie (SU) que al final está unido a una región transmembranal 

(TM) conformada por la proteína gp30 (Figura 2) (Barez et al., 2015). 

 

 

 

Figura 2   Esquema del virus de la Leucosis bovina. Autoría propia 
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1.3 Patogénesis, transmisión y epidemiología 
 

La LEB es una enfermedad infecciosa crónica del ganado bovino, con un bajo porcentaje 

de individuos con manifestaciones clínicas puesto que de la totalidad de individuos 

infectados aproximadamente 60 % son aleucémicos (AL), el 30% presentan linfocitosis 

persistente (LP) y solo el 10% logran llegar a las etapas más avanzadas de la enfermedad 

con el desarrollo de leucemias o linfomas, lo cual sucede algún tiempo después de que el 

animal termina su ciclo productivo de leche o su capacidad de tener más terneros, esto  

conduce a que estos animales sean sacrificados antes de la aparición de los síntomas (OIE, 

2012).  

La LP se asocia con una condición preneoplásica que no en todos los casos desemboca en 

linfosarcomas; esta enfermedad  se presenta sobre todo  en animales adultos después de los 

dos años de edad y con mayor frecuencia entre los 4 y 8 años.  Su desarrollo y las 

manifestaciones clínicas se asocian con la presencia de una esplenomegalia, formación de 

nódulos en el bazo con acumulación de células B transformadas y más adelante, el 

decaimiento y la muerte del animal. En general, las manifestaciones clínicas pueden incluir 

daños  digestivos, inapetencia, pérdida de peso, debilidad general y algunas veces 

manifestaciones neurológicas (N. Gillet et al., 2007; Hajj et al., 2012; Schwartz & Levy, 

1994). 

Cualquier líquido o fluido proveniente de una vaca infectada, que contenga linfocitos B 

portadores del virus, son potencialmente infecciosos para vacas sanas. Para la transmisión 

horizontal iatrogénica, los individuos sanos son expuestos a linfocitos infectados por lo 
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general por el contacto con animales portadores o por malas prácticas pecuarias en el hato. 

En la transmisión vertical, la madre puede pasar el virus a los becerros por medio del 

calostro, por la leche o por vía transplacentaria, sin embargo, esta vía de transmisión es 

menos frecuente (Hopkins & DiGiacomo, 1997). Se ha demostrado que los hatos infectados 

con VLB presentan una menor producción láctea, así como una mayor susceptibilidad a 

adquirir otras enfermedades de etiología infecciosa, lo que deja como resultado altas 

pérdidas económicas y serias implicaciones para el sector ganadero de la mayoría de los 

países, pues la prevalencia a nivel mundial oscila entre el 15 al 80% (M Polat, Takeshima, 

& Aida, 2017). 

 

1.4 Diagnóstico, prevención, control y vacunas 
 

El diagnóstico del virus se puede realizar con técnicas inmunológicas y moleculares como 

la seroneutralización, Western Blot, ELISA, inmunodifusión en agar (AGID) y PCR, que 

en muchos casos son usadas para diagnóstico de muestras “en pool”, lo que disminuye su 

sensibilidad.  La AGID es la técnica serológica más antigua considerada como la prueba de 

oro, sin embargo, se ha demostrado que es poco sensible en comparación con la ELISA y 

aún más con la PCR. Las técnicas moleculares como la PCR y la secuenciación son útiles 

para el seguimiento de los genotipos circulantes.  Actualmente el uso de las técnicas de 

ELISA y PCR son las más recomendadas por la OIE en el Manual de enfermedades 

terrestres del año 2018.   

Hasta el momento no existe una vacuna ni tampoco un tratamiento para VLB, por lo tanto 

se hace necesario tomar medidas frente a la prevención y el control de la enfermedad.  En la 
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literatura se reportan algunos factores de riesgo que incrementan la posibilidad de contagio 

de unos animales con otros tales como la presencia de hatos vecinos infectados, pastos 

compartidos, alquiler de vacas o toros entre fincas, el tamaño de los hatos, deficiencia en 

los procesos de desinfección y las malas prácticas pecuarias, entre otros (Bartlett et al., 

2014; Della Libera et al., 2015; Kobayashi et al., 2010; Nekouei et al., 2015; Ohno, 

Takeshima, Matsumoto, & Aida, 2015; Sevik, Avci, & Ince, 2015). En Colombia, 

recientemente se reportaron factores de riesgo y de protección asociados con la infección 

por VLB en donde la infección con parásitos sanguíneos y con otros virus tales como el 

sincitial respiratorio, parainfluenza y diarrea viral bovina se encontraron como unos de los 

principales factores de riesgo asociados a VLB y el uso de agujas individuales como el 

principal factor de protección (Ortega et al., 2016). El conocer y evitar exponer a las vacas 

sanas ante estos factores, contribuye a disminuir los riesgos de infección. Si se tienen 

animales positivos para VLB dentro del hato, es necesario proceder a su eliminación o 

segregación con el fin de controlar la fuente de transmisión y evitar su diseminación. 

Gracias a los programas de control que han acogido los ganaderos, que incluyen prácticas 

de diagnóstico periódicas de control de anticuerpos, segregación de los animales infectados 

y buenas prácticas ganaderas entre otras, el VLB ha sido erradicado en 22 países a nivel 

mundial (Acaite et al., 2007; Bartlett et al., 2014).  

Desde hace más de 40 años se han realizado diferentes aproximaciones vacunales. Los 

virus inactivados generaban respuesta inmune humoral pero no resistían al desafío. Las 

subunidades vacunales gp51 y de p24 tampoco lograron una protección efectiva. Las 

vacunas recombinantes con el virus vaccinia al que le incorporaban env, gag y pol fueron 

efectivas en ensayos en ovejas, pero desafortunadamente no sucedió lo mismo en vacas. 



Características virales 
 

13 
 

Los péptidos sintéticos de gp51 que se unirían a células B y T resultaron deficientes 

inmunógenos. Las vacunas de ADN que contenían el gen env o pX para expresar las 

proteínas gp51 y Tax, tampoco tuvieron éxito. Los provirus atenuados que contenían solo 

genes estructurales parecían ser la mejor alternativa del momento, sin embargo el riesgo de 

que estos se recombinaran con cepas salvajes era esperado (Fukuyama et al., 1993; Miller 

& Van Der Maaten, 1978; Miller, Van der Maaten, & Schmerr, 1983; Parfanovich et al., 

1983; Patrascu et al., 1980; Ristau, Beier, & Wittmann, 1987).  En resumen, a pesar de la 

estabilidad en el genoma del VLB hasta el momento no se cuenta con una estrategia 

vacunal efectiva.  

Por su parte los anticuerpos calostrales transmitidos a los becerros, podrían ser una ventaja 

para el manejo y control de la infección viral, pero su título disminuye rápidamente dejando 

expuesto al animal a adquirir la infección. En esta línea, recientemente se desarrolló  un 

anticuerpo quimérico de rata PD-L1 anti-bovino, el cual demostró ser eficiente para 

reactivar células T in vitro e in vivo, logrando disminuir la carga proviral, sin embargo, 

estudios adicionales deberán ser realizados para evaluar su aplicabilidad clínica (Nishimori 

et al., 2017). 

 

1.5 Tropismo Viral 
 

La célula hospedera reportada para el VLB es el linfocito B, sin embargo, en la literatura 

también se ha reportado que este virus infecta células distintas al linfocito B e incluso, 

células de otras especies además del ganado bovino (D'Angelino et al., 2013; Kettmann, 

Mammerickx, Portetelle, Gregoire, & Burny, 1984; Slavikova, Zajac, Reinerova, 
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Kettmann, & Burny, 1986; Willems et al., 1993). También se ha informado recientemente 

que el VLB está presente en las células epiteliales de las glándulas mamarias de las mujeres  

con cáncer de mama, sugiriendo una asociación con este tipo de patologías (G. C. Buehring 

et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al., 2006). 

Adicionalmente se cuenta con reportes donde se han logrado infecciones exitosas por el 

VLB en modelos in vivo como cabras, ovejas, pollos y conejos, generando daño en algunos 

de ellos, tal como ocurre en la vaca.  Los primeros estudios donde se consideraron otras 

especies y otras células fueron los realizados por Kettman y colaboradores entre 1986 y 

1990 donde, de manera experimental, fueron infectadas cabras y ovejas con el virus y fue 

posible reproducir la enfermedad. Así mismo se logró detectar el ADN proviral en 

linfocitos de estas especies animales (Kettmann et al., 1984; Slavikova et al., 1986; 

Willems et al., 1993).  Altanerova y colaboradores inocularon pollos de un día de nacidos 

con células linfoides infectadas por el virus logrando reproducir la enfermedad en algunos 

de los animales infectados (Altanerova, Ban, Kettmann, & Altaner, 1990).  Otro aporte 

importante fue el realizado por Levkut y colaboradores quienes infectaron conejos con 

VLB obteniendo una manifestación clínica asociada a una encefalitis, planteando que 

podría ser una encefalitis zoonótica causada por la presencia del virus (Levkut et al., 1997).  

Otros hallazgos más recientes son los de D’Angelino y colaboradores en el 2013, quienes 

encontraron el virus en células de Sistema Nervioso Central (SNC) de ganado con 

síndromes neurológicos, lo que demuestra otras células susceptibles distintas a su blanco 

reportado, planteando la posibilidad que este virus pueda estar asociado con otras 

patologías (D'Angelino et al., 2013). Estos estudios muestran perspectivas distintas que 
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ponen en duda si realmente el bovino es el único hospedero que puede ser afectado o que 

los linfocitos B sean las únicas células susceptibles de infección por el virus.  

Hasta el momento el receptor celular, que permite la adherencia viral para iniciar el proceso 

infeccioso no se ha descrito, sin embargo, hasta la fecha se han publicado dos estudios que 

se refieren a este receptor. En el primero se encontraron dos clones relacionados con el 

receptor (BLVR) (BLVcp1 y BLVcp1 / 5 ') que codifican para una proteína de membrana 

plasmática cuyo dominio extracelular se une a gp51 (Ban et al., 1993; Ban et al., 1994). 

Posteriormente se propuso que el BLVR estaba relacionado con el complejo de proteínas 3 

relacionado con el adaptador (AP-3) (Suzuki, Matsubara, Kitani, & Ikeda, 2003). Sin 

embargo, AP-3 no es una molécula específica de los linfocitos B, lo que sugiere que otros 

tipos de células podrían ser susceptibles a la infección. Por ello se hacen necesarios 

estudios que permitan profundizar en la capacidad de infección del virus en diferentes tipos 

de células. 

 

1.6 Respuesta inmune 
 

A pesar de que el VLB está ampliamente distribuido en el mundo, la enfermedad en los 

animales infectados no se hace muy evidente a menos de que se desarrolle la leucemia o 

linfoma. Antes de que suceda ese evento hay una afectación global en el sistema 

inmunológico tanto de la respuesta innata como adaptativa, lo que conlleva a la 

inmunosupresión del animal, causando infecciones concomitantes que terminan en una baja 

producción láctea, altos costos en manejos veterinarios y falla en la respuesta a vacunas, lo 
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cual impacta la economía de la industria ganadera bovina (Erskine, Bartlett, Sabo, & 

Sordillo, 2011; Trainin, Brenner, Meirom, & Ungar-Waron, 1996). 

La célula blanco del VLB es el LB, por lo que ante la presencia viral genera una expansión 

policlonal dando origen a la linfocitosis persistente (LP) y a la desregulación de la respuesta 

humoral (Meiron, Brenner, Gluckman, Avraham, & Trainin, 1985). El VLB infecta 

preferencialmente LB CD5+, por lo que en algún momento se llegó a proponer a este 

marcador como receptor celular que interactuaba con la gp51 del VLB (Meirom, Moss, & 

Brenner, 1997). El marcador de diferenciación CD5 es una glicoproteína de membrana 

expresada en los LT y en un subconjunto de los LB que actúa como un marcador de 

activación para los LB y es un mediador entre el LT y el LB (Werner-Favre, Vischer, 

Wohlwend, & Zubler, 1989). El fenotipo de los LB aislados de un grupo de vacas VLB+ 

con LP versus vacas sin infección y con un conteo normal de linfocitos, demostró que la 

población de LB CD5 + era del 90,5% en el primer grupo de animales, mientras que en el 

segundo grupo fue del 31% (Stone, Hof, & Davis, 1995). Ahora bien, la producción de 

anticuerpos en animales VLB+ disminuye, un estudio demostró que estos animales a los 

cuales se les administró la vacuna J5 Escherichia coli produjeron una cantidad de IgG2 en 

suero cuatro veces menos con respecto al grupo de animales negativos para VLB (P = .007) 

(Erskine et al., 2011).  

Si bien el VLB infecta al linfocito B, parte del efecto que causa sobre el sistema inmune es 

desestabilizar al linfocito T.  LT aislados de sangre periférica de vacas VLB+ en fase AL y 

LP tienen un fenotipo distinto. Por ejemplo, LAG3 y TIM3, reguladores negativos de la 

activación y proliferación de LT implicados en desencadenar muerte celular, se encontraron 
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aumentados en LT CD4 + y CD8 +.  Lo que podría implicar la supresión de la actividad de 

los LT en vacas VLB+ (Konnai et al., 2013; Shirai et al., 2011).  

Se han realizado análisis de citoquinas que participan en la respuesta  antinflamatoria y 

humoral en bovinos AL y PL. Se encontró que los niveles de producción  y circulación 

sérica de IL-2, IL-4 e IFN-gamma en bovinos PL y IL-4 e IFN-gamma en bovinos AL se 

expresaron menos comparado con animales sanos (Amills, Ramiya, Norimine, Olmstead, & 

Lewin, 2002; Bao & Cao, 2014; Mosmann, Cherwinski, Bond, Giedlin, & Coffman, 1986) , 

ocasionando así una respuesta efectora deficiente en los animales infectados con VLB, 

permitiendo procesos tales como infecciones concomitantes, baja respuesta ante 

administración de vacunas y pobre renovación de tejidos e inflamación.  

 

1.7  VLB en Humanos 
 

De acuerdo con las evidencias experimentales, la capacidad del VLB para infectar células 

distintas al linfocito B e incluso células de diferentes especies es evidente. En la literatura 

existen reportes de Buehring y colaboradores en Estados Unidos y de Gutiérrez y 

colaboradores en Colombia que muestran la presencia de anticuerpos anti VLB, proteínas y 

genoma viral en el humano, tratando de relacionar el virus con cáncer de mama (G. C. 

Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al., 

2006). Sin entrar a profundizar en esta relación del virus con el cáncer, lo cierto es que un 

virus cuyo tropismo principal es el ganado bovino, está logrando infectar al humano, 

posiblemente por el contacto directo con el animal infectado o por el consumo de alimentos 
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tales como carne  y leche provenientes de estos, convirtiéndolo así en un virus 

potencialmente zoonótico. 
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2. CARACTERÍSTICAS EPIDEMIOLÓGICAS DEL 

VLB EN COLOMBIA 

 

2.1 INTRODUCCIÓN 
 

La Organización Mundial de la Salud (OMS), define la epidemiología como el estudio de la 

distribución y los determinantes de enfermedades relacionados con la salud y la aplicación 

de esos estudios al control las mismas (OMS, 2018).  La epidemiologia molecular, cuya 

herramienta son datos genómicos, es muy útil en el campo de los agentes infecciosos para 

evaluar su origen, los cambios o variaciones génicas relacionadas con patogenicidad, 

susceptibilidad, distribución, evaluación de riesgos, dinámica y propagación de 

enfermedades y evaluación de epidemias (McMichael, 1995), entre otros. Ejemplo de ello, 

en el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), se ha usado para clasificarlo en grupos, 

subtipos, sub-subtipos y formas recombinantes (CRFs y URFs), adicionalmente ha sido una 

herramienta útil para saber cuáles son más prevalentes, más patogénicos, prevenir eventos 

de trasmisión, entender la dinámica de las epidemias y monitorear resistencias a los 

antirretrovirales disponibles (Paraskevis, Nikolopoulos, Magiorkinis, Hodges-Mameletzis, 

& Hatzakis, 2016).  

El VLB es un agente infeccioso con importantes implicaciones económicas en la industria 

ganadera bovina (Bartlett et al., 2014; Ott, Johnson, & Wells, 2003),  que además de 

infectar a las vacas que son una fuente importante de proteína para consumo humano se ha 

demostrado su presencia en tejido mamario humano (G. C. Buehring et al., 2014; G. C. 

Buehring et al., 2015; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al., 2006). De modo que realizar 
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análisis filogenéticos a las cepas de VLB circulantes en el mundo, se convierte en una 

necesidad de todos los países que son productores y consumidores del ganado bovino ya 

que aportan conocimiento en pro de conocer el virus y su distribución, proponer estrategias 

vacunales, anticipar riesgos epidémicos y zoonóticos, generar herramientas de decisión y 

evaluar acciones.   

El VLB ha sido reportado en múltiples países del mundo bien sea por medio de la presencia 

de anticuerpos anti VLB, lo cual se conoce como seroprevalencia o por la presencia del 

virus demostrada con la detección de uno o varios de sus genes o de sus proteínas, lo que 

corresponde a la prevalencia. El comportamiento del virus en Suramérica es endémico con 

cifras que oscilan entre el 27 al 77% (M Polat et al., 2017). En Colombia, se han realizado 

estudios de seroprevalencia que involucran diferentes regiones o específicamente para 

algún tipo de producción, por ejemplo, para el ganado lechero se reportan cifras que oscilan 

entre el 35 y 80% (Alfonso, Almansa, & Barrera, 1998) (Betancur et al., 2008; Úsuga-

Monroy et al., 2017). 

Recientemente se realizó un estudio que involucró 8150 animales distribuidos en 390 

predios en 12 zonas de Colombia, todas ellas consideradas como importantes para la 

ganadería del país. Los resultados de seroprevalencia obtenidos después de realizar pruebas 

de ELISA para detectar anticuerpos IgG contra el VLB fue del 42% por animal y del 67.7% 

por predio (Ortega et al., 2016). Por su parte, estudios de prevalencia en Colombia se han 

restringido en pocas regiones del país, principalmente en el departamento de Antioquia, 

cuya cifra estuvo alrededor del 50% (Úsuga-Monroy et al., 2017). 
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 Los factores de riesgo son un requisito importante para iniciar los programas de 

erradicación, los cuales serán distintos en cada caso, pues dependerán de las condiciones 

propias de cada región. Por ejemplo en Colombia se describieron como factores de riesgo y 

de protección asociados al VLB la infección con hemoparásitos y el uso de agujas 

individuales respectivamente (Ortega et al., 2016). En otros países, el tamaño del hato (a 

mayor tamaño más riesgo de infección a VLB), la presencia de insectos hematófagos, la 

reutilización de agujas y guantes, los programas intensivos de vacunación y fertilización y 

la compra de vacas sin conocimiento de su estado sanitario entre otros, se han considerado 

factores de riesgo (Bartlett et al., 2014; Nekouei et al., 2015). 

Teniendo en cuenta que todos los intentos vacunales que se han realizado hasta el momento 

no han sido efectivos, el control y la erradicación del VLB se ha realizado empleando otras 

estrategias como son las buenas prácticas pecuarias, la segregación de animales positivos y 

al uso de pruebas diagnósticas periódicas.  Con ellas, el VLB se ha logrado erradicar en 22 

países de Europa (Acaite et al., 2007; Bartlett et al., 2014). En algunos países como Italia, 

Finlandia y Polonia la prevalencia ha sido alrededor del 70%, sin embargo, la voluntad del 

gobierno en instaurar programas de control y erradicación con pautas claras y con la 

acogida de los ganaderos ha conllevado a que hoy en día la cifra de prevalencia sea menor 

al 1%. Los planes de erradicación han sido largos, como fue el caso de Italia que duró 22 

años y solo hasta el año 2018 lograron declararse libres del virus (Maresca et al., 2015; 

Nuotio, Rusanen, Sihvonen, & Neuvonen, 2003). 

Como las medidas de control en cada país han sido diferentes, en Finlandia trabajaron en 

principio bajo la premisa “Probar y sacrificar” (Nuotio et al., 2003), medida que para el 

caso de países como Colombia no podría ser fácil de implementar dadas las condiciones 
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socioeconómicas de los ganaderos, en donde el 80% de ellos son pequeños ganaderos que 

cuentan con menos de 10 vacas. Sin embargo, otras medidas sí podrían acogerse tales como 

buenas prácticas pecuarias, pruebas de inspección periódicas realizadas en las vacas y en 

sus productos como carne y  leche, segregación de animales positivos o incluir dentro del 

hato animales resistentes a la infección por VLB. Se ha documentado que el antígeno 

leucocitario bovino (BoLA) del gen DRB3.2 confiere resistencia al virus. En Colombia un 

estudio demostró la presencia de estos alelos en razas criollas, por lo que se consideran una 

buena estrategia para el control del VLB (Terranova et al., 2012).  

 

En VLB, la evaluación de genotipos virales data del año 1985, con el reporte del genotipo 

1, el cual además de ser el más antiguo, es el más prevalente en todo el mundo puesto que 

hasta la fecha ha sido reportado en 17 países.  En cuanto a los demás genotipos, se han 

reportado el 2, 3, 4 y 7 como predominantes y en contraste, los genotipos 5, 6, 8, 9 y 10 han 

sido reportados con menor prevalencia y en regiones geográficas más limitadas. El 

genotipo 6 ha sido descrito desde el año 2007 en 5 países americanos y 4 asiáticos (Figura 

3) (Ababneh, Al-Rukibat, Hananeh, Nasar, & Al-Zghoul, 2012; Balic et al., 2012; 

Camargos et al., 2007; Camargos et al., 2002; Coulston et al., 1990; Derse, Caradonna, & 

Casey, 1985; Dube et al., 2009; Dube et al., 2000; Fechner et al., 1997; Gautam, Mishra, 

Kalaiyarasu, Jhade, & Sood, 2018; Inoue et al., 2011; Lee  et al., 2016; E. Lee et al., 2015; 

Licursi et al., 2003; Lim, Jeong, Tark, Yang, & Kweon, 2009; Mamoun et al., 1990; 

Matsumura, Inoue, Osawa, & Okazaki, 2011; Molteni et al., 1996; Monti, Schrijver, & 

Beier, 2005; Moratorio et al., 2010; Ochirkhuu et al., 2016; M. Polat et al., 2015; M. Polat 

et al., 2016; Rodriguez, Golemba, Campos, Trono, & Jones, 2009; Rola-Luszczak et al., 

2013; Yang, Kelly, Bai, Zhang, & Wang, 2016; Zhao & Buehring, 2007). 
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Figura 3. Esquema distribución de genotipos de VLB a nivel mundial. Autoría propia.  

 

En Colombia, estudios reportados por López Herrera en el departamento de Antioquia, 

describieron la presencia del G1 y G3 (Úsuga-Monroy et al., 2017). Para su hallazgo se 

genotipificó amplificando una región de 444pb sobre el gen env con los primers descritos 

por Fechner en el año 1997.  

Al revisar la bibliografía se evidencia que estudios de la variabilidad genética del VLB 

circulando en Colombia han sido pocos, por lo tanto en este trabajo se realizó un estudio 

para conocer la prevalencia del VLB y los genotipos circulantes. Con estos resultados se 

espera contribuir con la epidemiología global del virus y reforzar el gran impacto de VLB 

en la ganadería del país. También se espera que aporte herramientas útiles para entidades 

gubernamentales y productoras de vacunas. Adicionalmente, para los investigadores 

quienes tendrán la necesidad de comprobar que este es un virus zoonótico, las secuencias 
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nucleotídicas de las cepas circulantes en vacas serán necesarias para comparar con las 

secuencias obtenidas de cepas aisladas de tejido mamario de mujeres colombianas.  

Los resultados de esta fase del estudio se presentan en el siguiente artículo titulado 

“Genotipo 6 oculto y co-circulando con el genotipo 1 del Virus de la Leucosis Bovina en 

ganado bovino colombiano”. Sometido 
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Abstract 

Viral diseases in cattle are an important cause of health problems associated to worldwide 

economic losses in the livestock industry. The BLV belongs to the viral agents whose 
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prevalence is between 1% and 80% globally, becoming an endemic infection around the 

world. The etiological agent is the Bovine Leukosis Virus (BLV), 10 viral genotypes have 

been reported by means of analysis of complete or partial sequences of the envelope gene, 

genotype 1 being the most prevalent. However, the genetic variability of BLV variants 

circulating in Colombia remains unexplored. Therefore, in the present study we analyzed 

blood samples collected from 289 cows distributed in 75 farms around the country. PCR 

amplification were performed targeting segments of env, gag and tax genes. The amplicons 

obtained were sequenced and further subjected to phylogenetic analyses. 62% of the cows 

present at 92% of the farms resulted BLV positive. Genotype I was exclusively detected by 

env and gag genes segments when they were analyzed with previously reported primers. 

However, tax gene analyses revealed the circulation of genotype 6 variants, which were 

further detected in env gene with newly designed primers. These results indicate that 

currently genotyping approaches may bias BLV genetic variability approaches, 

underestimating the diversity of BLV genotypes detected. This is the first molecular and 

epidemiological study about BLV conducted in Colombia which contributes to the global 

epidemiology of the virus; it also reinforces the great impact of BLV in the country’s 

livestock making it a useful tool for farmers and governmental entities.  

Palabras clave: Leucosis bovina enzoótica, genotipos virales, BLV por animal, BLV por 

predio. 

 

Introducción 



Características epidemiológicas del VLB en Colombia 
 

26 
 

De acuerdo con el censo bovino nacional del año 2014 en Colombia se reportan cerca de 23 

millones de cabezas de ganado. Los virus constituyen una de las principales causas de 

problemas sanitarios y de ellos el Virus de la Leucosis Bovina (BLV), es uno de los cinco 

agentes considerados de mayor importancia para el ganado vacuno. Para el año 2016 

Colombia reportó una seroprevalencia por animal de 42.7% y por hato del 67.7% (Ortiz et 

al., 2016) lo que concuerda con la  prevalencia reportada a nivel mundial que oscila entre el 

4-90% dependiendo la región estudiada (Lee  et al., 2016; Morovati et al., 2012; Murakami 

et al., 2010; Murakamia et al., 2011; Nekouei et al., 2015; Ochirkhuu et al., 2016; Polat et 

al., 2015; Polat et al., 2016; Rodriguez et al., 2011). La enfermedad se caracteriza por pasar 

de forma asintomática en el 70% de los animales infectados, puede desarrollar una 

linfocitosis persistente en el 30% y una leucemia en el 5% de ellos (Barez et al., 2015; 

Hemmatzadeh et al., 2015). 

El BLV pertenece a la familia Retroviridae, al género de los Deltaretrovirus, está 

caracterizado por tener 8714 nucleótidos de longitud, un genoma con RNA de cadena 

simple y sentido positivo que contiene 8 Open Reading frames (ORFs) dentro de los que se 

encuentran 3 segmentos génicos, gag, pol y env, que codifican para las proteínas 

estructurales y enzimas necesarias para la replicación del virus, una región pX que codifica 

para proteínas auxiliares Tax y Rex que realizan funciones regulatorias y dos LTR en los 

extremos del genoma (Barez et al., 2015; Callebaut et al., 1993; Hamard-Peron and 

Muriaux, 2011; Inabe et al., 1999; Jewell and Mansky, 2000).  

El gen gag consta de 1183 nucleótidos, codifica para las proteínas de cápside p24-CA y es 

frecuentemente utilizado en el laboratorio para determinar la presencia del virus por su 

nivel de conservación. El env tiene una longitud de 1547 nucleótidos, codifican para la 

proteína de la envoltura la cual se encuentra compuesta por la glicoproteína gp 51 que es la 
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porción extracelular (gp51-SU) y la gp 30 que es la porción transmembranal (gp30- TM) 

(Ban et al., 1992). Esta proteína es fundamental para el reconocimiento y entrada del virus a 

la célula hospedera, y es además una de las proteínas más inmunogénicas del virus.  

El gen pX de 3304 nucleótidos, codifica para la proteína Tax que cumple funciones 

regulatorias, ésta activa la transcripción para favorecer la expresión viral y a su vez 

interactúa con factores de transcripción celulares. Algunos mecanismos descritos por los 

cuales Tax induce transformación en las células es por la inhibición de reparación del 

DNA, el bloqueo de la apoptosis, el actuar como transactivador de los LTRs y alterar la 

regulación de la transcripción y de la traducción celular. Algunos experimentos en ratones 

han demostrado que esta proteína coopera con el oncogén Ha-ras para inducir la 

transformación completa de células y formar el tumor. Así mismo interactúa con el 

oncogén myc, entre otros factores celulares, relacionándolo con la presentación del tumor 

en animales infectados (Gillet et al., 2007). Hasta la fecha no hay evidencia de que existan 

mutaciones en este gen relacionadas con la presencia o el desarrollo de la leucemia que este 

virus podría causar en el ganado y tampoco que este gen esté relacionado con el genotipo 

viral.  

Hasta el momento se han reportado 10 genotipos del BLV en diferentes regiones del mundo 

empleando técnicas de RFLP, secuenciación del genoma completo del virus, secuenciación 

parcial de env o secuenciación del genoma completo. El genotipo 1 es el más prevalente a 

nivel mundial. Ha sido reportado, a partir del año 1985 hasta la fecha en 17 países de 

América principalmente, así como en Europa, Australia y Asia. De manera similar se han 

reportado los genotipos 2, 3, 4 y 7. En contraste, los genotipos 5, 6, 8, 9 y 10 han sido 

reportados con menor prevalencia y en regiones geográficas más limitadas. El genotipo 6  
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ha sido descrito desde el año 2007 en 5 países americanos y 4 asiáticos (Ababneh et al., 

2012; Balic et al., 2012; Camargos et al., 2007; Camargos et al., 2002; Coulston et al., 

1990; Derse et al., 1985; Dube et al., 2009; Dube et al., 2000; Fechner et al., 1997; Gautam 

et al., 2018; Inoue et al., 2011; Lee  et al., 2016; Lee et al., 2015; Licursi et al., 2003; Lim 

et al., 2009; Mamoun et al., 1990; Matsumura et al., 2011; Molteni et al., 1996; Monti et 

al., 2005; Moratorio et al., 2010; Ochirkhuu et al., 2016; Polat et al., 2015; Polat et al., 

2016; Rodriguez et al., 2009; Rola-Luszczak et al., 2013; Yang et al., 2016; Zhao and 

Buehring, 2007). 

Para la amplificación del gen env y la detección del genotipo viral, en 1996 Fechner y 

colaboradores (Fechner et al., 1997) diseñaron un juego de primers con los cuales 

reportaron la genotipificación viral basándose en una porción de 444pb, siendo los mismos 

que han sido recomendados por la OIE para el diagnóstico viral. Esta metodología ha sido 

utilizada con fines de genotipificación viral en un importante número de reportes, los cuales 

identifican al genotipo 1 como el más prevalente alrededor del mundo. Sin embargo, al 

observar que en los árboles filogenéticos las cepas del mismo genotipo forman distintos 

clusters, surge la pregunta si solo con la amplificación del segmento de 444pb se logran 

encontrar los 10 genotipos reportados, o si por el contrario se ha subestimado la presencia 

de otros genotipos circulantes en determinadas regiones.  

Teniendo en cuenta el poco conocimiento que se tiene respecto a la prevalencia y los 

genotipos presentes en Colombia, el objetivo de este trabajo fue realizar la búsqueda y 

genotipificación de VLB circulantes, haciendo énfasis en la búsqueda de genotipos ocultos, 

difíciles de encontrar con los primers reportados.  
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Materiales y métodos 

Obtención de muestras y extracción del DNA 

El número de muestras a estudiar se determinó mediante la fórmula de muestreo para 

estimar una proporción usando la herramienta WinEpiscope disponible en línea, teniendo 

en cuenta los siguientes parámetros: Tamaño de la población 22.574.780, nivel de confianza 

95%, prevalencia esperada 42% de acuerdo a lo reportado por Ortiz y cols en el 2016, error 

aceptado 5.7%. Lo que indicó que el número adecuado para realizar este trabajo era de 289 

realizado de manera aleatoria. Se procedió a realizar la extracción de sangre de 289 

animales, las cuales se muestrearon entre el año 2015 y 2016. A partir de las muestras de 

sangre, se les realizó la separación de células mononucleares mediante la utilización de un 

gradiente de densidad con Lymphoscyte (MP®) y se realizó extracción de DNA total con el 

fin de buscar el DNA proviral con el estuche comercial High Pure PCR Template 

Praparation kit (Roche ®).  

 

Prueba de sensibilidad a partir de DNA plasmídicos  

La purificación de los productos de 381pb y 396pb para gag y tax respectivamente se 

realizó con el kit PCR Wizard (Promega®) insertándolos en el vector pELMO (Ramos et 

al., 2017), y transformando la E. coli TOP10 (Invitrogen®). El DNA plasmídico se usó 

como plantilla de amplificación en los ensayos de sensibilidad, para lo cual se realizaron 

diluciones seriadas de cada plásmido iniciando con una concentración de 230ng/µl y 

411ng/µl de gag y tax respectivamente. Posteriormente se realizaron las respectivas PCRs a 

cada dilución con el fin de determinar el límite de detección de la técnica correspondiente a 
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la máxima dilución amplificada. Para el caso de env, los fragmentos de 801pb se 

amplificaron de igual manera que el caso anterior pero la clonación fue en el vector 

pEXP5-CT/TOPO (Invitrogen) con una concentración inicial de 159 ng/ µl.  

 

Amplificación de los segmentos génicos gag, tax, env de BLV 

Para todas las PCR que se describen a continuación se empleó la PCR master mix (Roche 

®) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los primers y temperaturas de anillaje se 

describen en la tabla 1. Como control positivo se empleó ADN plasmídico, el cual contenía 

cada segmento génico en particular (gag, tax, env).  

La presencia de BLV se evaluó con una PCR múltiple dirigida a amplificar como control 

interno el gen constitutivo GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) y un 

segmento de 385pb del gen gag.  

Una vez identificadas las muestras positivas para VLB mediante la amplificación del gen 

gag, se procedió a realizar la PCR para detectar un segmento de 373pb del gen tax y con el 

fin de determinar el genotipo, se realizó una PCR dirigida a amplificar un fragmento de 

530pb del gen env. 

 

Tabla 1. Primers empleados para la amplificación*, secuenciación* y construcción de 

DNA plasmídico
┼
 de segmentos génicos de gag, tax y env de VLB. NA (no aplica) 

 

Región 

Secuencia de primer 

5`- 3` (Forward y reverse) 

Producto 

obtenido 

(pb) 

Temperatura 

de anillaje 

(°C) 

Concentración 

mínima  

detectable 

(ng/ul) 

Referencia 
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gag*┼ 

AACACTACGACTTGCAATCC 

385 59.3 

2.3 

[8] 

 

GGTTCCTTAGGACTCCGTCG 

tax*┼ 

CTTCGGGATCCATTACCTGA 

373 56.5 

0.042 

GCTCGAAGGGGGAAAGTGAA 

env* 

 

CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT 

509 62.8 

159x10-9 

[4] 

AACAACAACCTCTGGGAAGGGT 

env* 

 

TGTCCCTAGGAAAYCAAC 

750 
56 

159x10-4 

De este estudio 

AGATTAACCAGGGAGATAGG 

env ┼ 

ATGAGATGCTCCCTGTCCCTAG 

801 57.6 

NA 
Corredor et al 

2018 
ACGTCTGACCCGGGTAGG 

 

 

Los productos de amplificación de todas las regiones estudiadas fueron purificados con el 

High Pure PCR Product Purification kit (Roche®) de acuerdo con las indicaciones del 

fabricante. Posteriormente se realizó la secuenciación por el método de Sanger en el 

servicio de secuenciación de Macrogen Korea. Las secuencias obtenidas en este estudio 

fueron depositadas en la base de datos del GenBank con los números de acceso MH041897 

a MH042017, MH057402 a MH057465 y MH057466 a MH057532, para env, gag y tax 

respectivamente.   

 

Estudios filogenéticos 

Con el fin de realizar la genotipificación de los virus circulantes se procedió a comparar las 

secuencias obtenidas en este estudio con secuencias de genoma completo del BLV 
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provenientes del Genbank (Tabla 2).  64 amplificados de gag y 67 amplificados de tax 

provenientes de este estudio fueron comparadas con 16 secuencias de diferentes genotipos 

provenientes del Genbank. Para el caso del gen env, 121 secuencias provenientes de cepas 

colombianas fueron comparadas con 46 secuencias parciales, que incluían los 10 genotipos 

de BLV descritos al momento. 

Tabla 2. Secuencias de referencia empleadas en la construcción de las filogenias para 

env, gag y tax. Se relaciona el ID, país de procedencia, porción del genoma, genotipo y 

referencia.  

 

Genbank ID Pais de origen Genoma Genotipo Referencia 

AF399703 Brazil gen env 1 Camargos, 2002 

AP018026.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish 

AP018027.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H.unpublish 

AP018028.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish 

AP018030.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish 

AP018031.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish 

AP018032.1 Japan Genoma completo 1 Murakami,H. unpublish 

EF065637 Costa Rica gen env 1 Zhao, 2007 

EF600696.1 FLK Genoma completo 1 Mitchell,M.S, unpublish 

FM209469 Uruguay gen env 1 Moratorio, 2010 

KP201468 Korea gen env 1 GBGS-2,2014 

LC007988 Japan gen env 1 Mekataunpub 

AF399704 Brazil gen env 2 Camargos, 2002 

FJ914764 Argentina gen env 2 Dube, 2009 

LC080654 Perú gen env 2 Polat, 2016 

LC080654.1 Perú Genoma completo 2 polat 2016 

LC080655 Paraguay Genoma completo 2 Polat, 2016 

EF65649 USA gen env 3 Zhao, 2007 

EF65650 Japan gen env 3 Zhao, 2007 
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KP201464 Korea gen env 3 GBGS-11,2014 

LC164084.1 Japan Genoma completo 3 Murakami 

AF067081 Polonia gen env 4 Mikiewicz, 1998 

EF065638 Bélgica gen env 4 Zhao, 2007 

JQ686093 Rusia gen env 4 Lomakina, 2012 

M35238 Francia gen env 4 Mamoun, 1990 

AF399702 Brazil gen env 5 Polat, 2016 

EF065639 Costa Rica gen env 5 Zhao, 2007 

EF065645 Costa Rica gen env 5 Zhao, 2007 

KU233562 Tailandia gen env 6 Lee, 2016 

LC080656 Paraguay Genoma completo 6 Polat, 2016 

LC080657.1 Paraguay Genoma completo 6 Polat, 2016 

LC080658.1 Paraguay Genoma completo 6 Polat, 2016 

AY515274 Chile gen env 7 Felmer, 2005 

HM563758 Ucrania gen env 7 Rola-Luszczak, 2013 

JN695880 Rusia gen env 7 Lomakina, 2011 

GU724606 Croacia gen env 8 Lojkic, 2010 

LC080660.1 Bolivia Genoma completo 9 Polat, 2016 

LC080663 Bolivia gen env 9 Polat, 2016 

LC080668.1 Bolivia Genoma completo 9 Polat, 2016 

LC080670 Bolivia gen env 9 Polat, 2016 

LC080671.1 Bolivia Genoma completo 9 Polat, 2016 

KU233541 Tailandia gen env 10 Lee, 2016 

KU233547 Tailandia gen env 10 Lee, 2016 

 

El alineamiento múltiple combinado de todas las secuencias colombianas fue realizado 

mediante la utilización del programa Mega 7(Kumar et al., 2016).  

El modelo evolutivo que mejor se adaptaba a los datos fue seleccionado utilizando la 

interfaz “Find Model” como se encuentra implementado en el paquete Mega7 con base al 

criterio informativo de Akaike (AIC). Mediante la utilización de este modelo se procedió a 
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construir arboles de máxima verosimilitud, utilizándose como medida de robustez para cada 

nodo el método bootstrap con 100 pseudoréplicas. Los árboles filogenéticos obtenidos 

fueron editados utilizando el programa FigTree v1.4.1 disponible en línea 

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/. 

Para las secuencias de env, se realizó además inferencia filogenética mediante análisis de 

máxima verosimilitud utilizando el programa RAxML, Phylogenetic tree inference using 

maximum likelihood/rapid bootstrapping run on XSEDE (RAxML - HPC2 on XSEDE 

(8.2.10) (Stamatakis, 2014), GTR + G y bootstrap de 100 y con el programa Mrbayes 

(Huelsenbeck and Ronquist, 2015), se realizó la inferencia filogenética en un marco 

bayesiano, con GTR +G, dos corridas, tres cadenas.  

 

Resultados 

Prevalencia de BLV por detección del segmento génico gag 

La prevalencia de BLV fue obtenida mediante el hallazgo del segmento génico gag y fue de 

62% por animal y 92% por granja, distribuida por departamentos así: Cundinamarca 69 y 

90%, Boyacá 71 y 94%, Antioquia 73 y 100%, Meta 85 y 100%, Nariño 14 y 75% y Cesar 

17 y 75% por animal y finca respectivamente (Fig. 1). 

 

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Fig. 1. Prevalencia de VLB por detección del segmento génico gag en la población 

bovina colombiana.  Mapa de Colombia, prevalencia por departamento Cundinamarca 69 

y 90% (azul oscuro), Boyacá 71 y 94% (verde), Antioquia 73 y 100% (morado), Meta 85 y  

100% (turquesa), Nariño 14 y 75% (amarillo) y Cesar 17 y 75% (rosado) por animal y finca 

respectivamente. Para un total de 62% por animal y 92% por finca de prevalencia de VLB 

en Colombia.  

 

Determinación del genotipo viral 

Con el fin de determinar el genotipo circulante en Colombia, se procedió a la amplificación 

de la región env del genoma de BLV de las muestras recolectadas, obteniendo señal 

positiva en 179 de ellas, de las cuales solo 100 obtuvo la secuencia correspondiente. Como 
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se puede observar en el árbol filogenético de la figura 2, todas las muestras colombianas 

incluidas en este estudio agrupan con el genotipo 1, dato avalado por un alto valor de 

boostrap correspondiente al 97%. 

 

 

 

Fig. 2. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method for env 

segment. Using the ML method based on the General Time Reversible model. Likelihood 

(MCL) approach, and then selecting the topology with superior log likelihood value. A 
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discrete Gamma distribution was used to model evolutionary rate differences among sites 

(5 categories (+G, parameter = 0.3005)). The rate variation model allowed for some sites to  

be evolutionarily invariable ([+I], 39.13% sites). The analysis involved 100 nucleotide 

sequences. There were a total of 506 positions in the final dataset.  

 

Así como se le realizó un análisis filogenético al segmento del gen env, las secuencias de 

gag y tax fueron analizadas encontrando que para gag, la totalidad de las muestras 

colombianas se agrupaban en un mismo clado, el cual correspondía al genotipo 1 (Fig. 3A) 

pero para tax, cuatro de las muestras se separaban del clado de genotipo 1 y se localizaron 

en genotipo 6 (Fig. 3B).  Considerando que esas cuatro secuencias parecían tener una 

discordancia filogenética entre tax y env se diseñaron otros primers de mayor longitud, que 

incluyeran los distintos genotipos descritos buscando detectar variantes que pudieran haber 

permanecido indetectables con los primers inicialmente utilizados. Con este nuevo juego de 

primes se amplificó una región de 750 pb del gen env, 244nt más largo que el primer juego 

de primers descrito por Fechner.   
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tax 
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Fig 3. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method with gag gene 

and tax gene. The evolutionary history was inferred by using the ML method based on the 

General Time Reversible model. A discrete Gamma distribution was used to model 

evolutionary rate differences among sites (5 categories (+G, parameter = 0.1621) for gag  

and (+G, parameter = 0.1749) for tax). The rate variation model allowed for some sites to 

be evolutionarily invariable ([+I], 43.30% sites) for gag and ([+I], 42.83% sites) for tax. 

The analysis involved 80 and 83 nucleotide sequences for gag and tax. There were a total 

of 306 and 314 positions in the final dataset for gag and tax. Fig 2 A, Árbol filogenético del 

segmento del gen gag. Nótese que todas las muestras colombianas están agrupadas en el 

genotipo 1. Fig 2 B árbol filogenético construido con un segmento del gen tax. Nótese que 

cuatro muestras colombianas se encuentran incluidas en el cluster del genotipo 6. 

 

Evidencia de genotipo 6 

Para aclarar si existía una posible discordancia filogenética entre env y tax, las 131 

muestras que habían sido positivas para gag al principio del estudio fueron amplificadas 

con el nuevo juego de primers para env. Los resultados mostraron que las cuatro muestras 

que por tax se habían agrupado dentro del genotipo 6, se mantuvieron como genotipo 6 en 

el gen env. Con esto se comprobó que de las 131 muestras genotipificadas, los genotipos 

circulantes en Colombia fueron el 1 y el 6: 127 muestras pertenecían al genotipo 1 y 4 al 

genotipo 6 (Fig. 4). 
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Fig. 4. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method with env. 

The evolutionary history was inferred by using the ML method based on the Tamura-Nei 

model. A discrete Gamma distribution was used to model evolutionary rate differences 

among sites (5 categories (+G, parameter = 0.3588)). The analysis involved 168 nucleotide 

sequences.  

 

Discusión 
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El virus de la Leucosis bovina (BLV) ha demostrado tener implicaciones importantes a 

nivel de salud pecuaria en el mundo entero, dadas las altas cifras que dan cuenta de su 

circulación viral, que oscilan entre 1 al 80%  (Lee  et al., 2016; Morovati et al., 2012; 

Murakamia et al., 2011; Nekouei et al., 2015; Ochirkhuu et al., 2016; Polat et al., 2015; 

Polat et al., 2016; Rodriguez et al., 2011; Tsutsui et al., 2016). En este estudio se tomaron 

un total de 289 animales distribuidos en 6 departamentos de Colombia en un total de 75 

predios muestreados entre el año 2015 y 2016. Para su detección y prevalencia se amplificó 

un segmento del gen gag, para determinar su genotipo se estudió un segmento del gen env y 

para iniciar una caracterización del virus antes de presentarse la leucemia se amplificó un 

segmento génico del gen tax.  La prevalencia encontrada fue de 62% por animal y 92% por 

predio, más alta a la reportada por Ortiz y colaboradores en el 2016 la cual fue del 42.7% 

por animal y 67.7% por predio (Ortiz et al., 2016), aumento que para este caso y teniendo 

en cuenta que solo ha pasado un año desde el reporte de Ortiz y colaboradores, ha de ser 

atribuido a  que en ese estudio la presencia viral se determinó mediante serología mientras 

que en este estudio fue por detección del genoma viral por PCR. Si bien en infecciones por 

retrovirus la presencia de anticuerpos puede ser interpretada como la presencia de antígeno, 

la sensibilidad de una prueba de ELISA es mucho menor a la de una prueba de PCR que 

determina presencia viral mediante la determinación de un segmento de su genoma 

(Villalobos, 2017).  El otro factor que explicaría el aumento de la propagación viral estaría 

soportado en la ausencia de la vacuna y al hecho que en Colombia el VLB no está incluido 

dentro de las enfermedades de control oficial, por lo que no hay medidas de control 

instauradas por los entes gubernamentales que permitan prevenir la infección viral. 
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Los análisis filogenéticos que se han realizado desde 1997 para establecer el genotipo 

circulante del VLB, han empleado RFLP, secuenciación del gen parcial y completo de env 

y el genoma completo de VLB, describiendo hasta la fecha 10 genotipos  (Polat et al., 

2017). Debido a que los resultados iniciales obtenidos en este trabajo con los primers 

reportados por Fechner en el año 1996 mostraron un problema de especificidad al no lograr 

diferenciar el genotipo 6 del genotipo 1 en cuatro muestras, se tomó la decisión de diseñar 

un nuevo juego de primers que incluyeran un segmento más largo del gen env. Al realizar 

el análisis bioinformático de los primers empleados teniendo en cuenta las 69 secuencias 

del genoma completo reportadas hasta ese momento en el GenBank representantes de los 

10 genotipos, se observó que dichos primers tendrían problemas para amplificar cepas de 

genotipos 3 y 6 (datos no mostrados), por lo que se diseñó una nueva pareja de primers 

dirigidos a amplificar un segmento de 750pb del gen env, teniendo en cuenta características 

propias tales como TM (temperatura melting)  y formación de estructuras secundarias. 

Como resultado de este proceso  se evidenció la cocirculación del G6 con el G1 en 

Colombia (Fig. 3).  

Es importante resaltar que la presencia del genotipo 6 en los aislados colombianos también 

fue demostrada por la filogenia realizada con el segmento del gen tax (Fig. 2B), gen que no 

es usado habitualmente para resolver el genotipo en VLB, pero si es uno de los más 

polimórficos, que incluso presenta mutaciones específicas para otros genotipos del BLV  

(Polat et al., 2016), y por ejemplo en HTLV, se logra incluso genotipificar con gag 

(Rodgers et al., 2017). Debido a la limitada disponibilidad de secuencias del gen tax, no 

podemos confirmar su utilidad con fines de genotipificación. Sin embargo, los análisis 

filogenéticos realizados en este estudio permitieron la correcta categorización de los 
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diferentes genotipos con base en esta región, lo que deberá ser evaluado a futuro cuando se 

cuenten con más variantes de todos los genotipos. 

Estudiar los genotipos virales de una población en particular, es una estrategia importante 

para avanzar en propuestas preventivas, relacionar las cepas con las regiones geográficas, 

dar cuenta de la estabilidad del genoma y en algunos casos relacionar el virus con distintos 

niveles de virulencia (Zhao and Buehring, 2007). En BLV, se han reportado 10 genotipos, 

el genotipo 1 es el de mayor distribución en el mundo, estudios realizados en América, 

Australia, Europa y Asia dan cuenta de ello (Ababneh et al., 2012; Derse et al., 1985; 

Fechner et al., 1997; Lee  et al., 2016; Licursi et al., 2003; Lim et al., 2009; Mamoun et al., 

1990; Ochirkhuu et al., 2016; Polat et al., 2015; Polat et al., 2017; Polat et al., 2016; Yang 

et al., 2016; Zhao and Buehring, 2007). En contraste, el genotipo 6 se ha reportado en 4 

países asiáticos (Filipinas, Tailandia, Jordania, e India) y 5 suramericanos (Argentina, 

Brasil, Bolivia, Perú y Paraguay) (Gautam et al., 2018; Polat et al., 2017) y ahora en 

Colombia (Fig. 2).  La distribución de los diferentes genotipos en el mundo, posiblemente 

se deba a la importación y comercio de ganado (Camargos et al., 2007; Polat et al., 2015), 

de manera que los estudios de la presencia y diversidad genética de BLV revelan 

información sobre la prevalencia viral en la región estudiada y proporcionan así datos 

importantes para construir e instaurar políticas públicas lo cual contribuye con el control y 

la erradicación del BLV. Adicionalmente, la variabilidad de los genotipos encontrados 

constituye información útil para los productores de vacunas, que para el caso de Colombia 

sería deseable dirigirlas a epítopes conservados de las cepas del genotipo 1 y 6.  

 

Conclusiones 
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Los datos epidemiológicos aquí relacionados de una prevalencia de BLV en Colombia del 

62% por animal y 92% por predio y de circulación del genotipo 1 y 6, aportan una 

herramienta útil para la epidemiologia, gremio ganadero, entes gubernamentales y 

productores de vacunas. Finalmente, si bien se sabe que tax no está relacionado con la 

genotipificación, los análisis filogenéticos muestran que este gen si tiene algo que ver con 

ella y que eventualmente puede ser usado para la genotipificación del BLV. 
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2.3 DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES  
 

Para la discusión de este capítulo se describe a continuación un análisis de los hallazgos 

presentados en el artículo anterior a la luz de su importancia filogenética, las metodologías 

empleadas y el uso actual y futuro de los resultados encontrados. Para concluir, los datos 

epidemiológicos reportados se abordarán desde el enfoque de la posibilidad que el VLB sea 

un virus zoonótico.  

La prevalencia del VLB reportada con este estudio fue de 62% por animal y 92% por 

predio, y los genotipos circulantes fueron el 1 y el 6, siendo el G1 el más prevalente de las 

regiones analizadas, el G6 fue encontrado en dos municipios, Sotaquirá y Aguachica, de los 

departamentos de Boyacá y Cesar respectivamente. Estudios realizados por Usuga y cols en 

el departamento de Antioquia reportaron una prevalencia no mayor al 50% determinada por 

PCR y empleando los primers descritos por Fechner en el año 1997. Los genotipos 

encontrados en esa población fueron G1 y G3, este último en Belmira (Usuga-Monroy et 

al., 2018), municipio que no fue analizado en la presente investigación. A diferencia de lo 

usado por Usuga, en el presente trabajo se usaron inicialmente ese mismo juego de primers, 

pero más tarde se pasó a otros cebadores diseñados” in house” que amplifica una región de 

750pb, aumentando la posibilidad de detección de genotipos distintos al 1.  

Este trabajo demostró que el juego de primers propuestos por Fechner en el año 1997, 

usados en alrededor de 13 reportes para genotipificación del VLB en el mundo (Asfaw et 

al., 2005; Balic et al., 2012; Fechner et al., 1997; Felmer, Munoz, Zuniga, & Recabal, 2005; 

Gautam et al., 2018; Lee  et al., 2016; E. Lee et al., 2015; Licursi et al., 2003; Monti et al., 

2005; Ochirkhuu et al., 2016; M. Polat et al., 2015; M. Polat et al., 2016; Rola-Luszczak et 
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al., 2013), fueron insuficientes para detectar el G6 en las cepas aisladas de vacas 

colombianas. Por tanto, es posible que otros estudios en los que los hayan usado, se 

subestime la presencia del G6 particularmente o algún otro genotipo.  

Hasta el momento la mayoría, si no todos los reportes de genotipificación de VLB que 

existen, están dirigidos a la amplificación del gen env o de un segmento del mismo y 

algunos mediante la secuenciación del genoma completo del virus (M Polat et al., 2017). 

Recientemente se reportó el uso de los fragmentos LTR del VLB para genotipificar (Pluta, 

Rola-Luszczak, Douville, & Kuzmak, 2018). Sin embargo, ningún estudio ha reportado el 

genotipo de VLB basados en el gen tax.   

En este estudio, usando una secuencia amplificada de tax de un tamaño de 373pb y 

localizada entre los nucleótidos 7197 y 7551, se demostró que en 4 de las muestras 

analizadas tenían cuatro cambios a nivel nucleotídico. Estos cambios fueron T7318A, 

G7358A, A7373G y G7408A, los cuales también están presentes en las cepas de referencia 

correspondientes al G6  usadas en este estudio, lo que sugirió que el genotipo de estas cepas 

no era G1 sino G6 y al construir el árbol estas cepas se organizaban en el clado del G6.  

Esta sugerencia fue comprobada con los primers “in house” para env, demostrando de esta 

manera que sobre el segmento del gen tax analizado, es posible genotipificar el VLB. 

Ahora bien, la pregunta es ¿porque en VLB no se usa otros genes para genotipificar?, la 

respuesta a esto básicamente estaría dada porque la mayoría de los estudios de genotipo de 

VLB se han realizado sobre env, unos pocos con el genoma completo y solo uno con LTR, 

lo cual claramente restringe la posibilidad de comparación con otras cepas reportadas en el 

GenBank que en su mayoría están dadas sobre el gen env. Prueba de ello, es que a la fecha 

en el GenBank, se encuentran 82 secuencias de genoma completo y 873 del gen env. Con 
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respecto a los otros genes, aunque hay secuencias reportadas, 115 de tax, 197 de gag y 102 

de LTR, para estas no se cuenta con el dato de a que genotipo corresponden. 

Las secuencias nucleotídicas además de genotipificar también tienen otros usos potenciales 

tales como:  

-Diseño de vacunas, estudios in silico para la identificación de epitopes conservados con 

potencial inmunogénico es una de las estrategias usadas recientemente para el diseño 

racional de inmunógenos (Oyarzun & Kobe, 2016). 

-Identificación de nuevos reservorios virales, como es el caso del virus del Zika en el que la 

filogenia mostró que los monos son reservorios potenciales del virus y estos podrían 

trasmitirlo a los humanos (Weber, Alroy, & Scheiner, 2017). Para VLB, este trabajo aportó 

datos a nivel genómico de las cepas circulantes en vacas colombianas, ahora bien, es 

importante caracterizar potenciales  hospederos naturales como las ovejas y los búfalos (De 

Oliveira et al., 2016; Nekoei et al., 2015), especies donde han sido muy limitados los 

estudios, pero que podrían estar jugando un papel importante en la epidemiologia del VLB. 

- Identificación de brotes: Las secuencias anotadas de las cepas circulantes en Colombia de 

VLB, también pueden ser una herramienta útil ante eventuales brotes del virus en el país. 

Un ejemplo de esto, fue el estudio realizado de VIH en Quebec Canadá, en brotes ocurridos 

en la población de hombres que tienen sexo con hombres, revelando que las políticas de 

diagnóstico y control de esa población merecían una atención especial por parte de los entes 

encargados, a fin de evitar futuras propagaciones que resultaran en epidemias (Brenner et 

al., 2017).   
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-Como último punto, se ha mencionado en la introducción la posibilidad de que el VLB sea 

zoonótico. Con los resultados expuestos en este capítulo se cuenta con secuencias 

nucleotídicas de las cepas de VLB circulantes en vacas de Colombia, información que 

deberá ser confrontada con las secuencias que se reporten en un futuro provenientes de 

tejido mamario humano, de tal forma que, de confirmarse filogenéticamente su origen esto 

constituya una herramienta directa que compruebe la zoonosis.  
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3.1 ANÁLISIS DEL POTENCIAL ZOONÓTICO 

DEL VLB 
 

3.1 INTRODUCCIÓN 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define a las zoonosis como una infección o 

enfermedad transmitida de animales a humanos de forma directa o indirecta o por los 

productos derivados del mismo, tales como carne, leche o huevos.  El Centro para el 

Control y la Prevención de las Enfermedades (CDC), la describe como enfermedades que 

son causadas por infecciones que se comparten entre animales y hombres, que pueden darse 

por contacto directo o indirecto, por vectores o por alimentos y la Organización Mundial de 

Sanidad Animal (OIE) como patógenos que son transmisibles del animal al hombre y 

viceversa (OIE, 2018; CDC, 2018; OMS, 2018). 

La zoonosis es un problema que involucra condiciones sociales, económicas y sanitarias, 

por lo tanto, para profundizar en su definición se debe construir una visión 

multidisciplinaria que las integre. Este enfoque multidisciplinario fue con el que Calvin 

Schwabe entregó, hace más de 50 años, la propuesta “Una Salud” donde plantea que la 

medicina humana y veterinaria debería unirse para combatir las zoonosis, bajo el lema “La 

salud del ganado es la salud del pueblo” (CDC, 2014). 

En la actualidad se desconocen la cantidad de patógenos que potencialmente pueden causar 

infecciones zoonóticas (Anthony et al., 2013), sin embargo, se ha documentado que de las 

enfermedades infecciosas emergentes, alrededor del 60% son causadas por un agente 

zoonótico (Taylor, Latham, & Woolhouse, 2001) (Woolhouse & Gowtage-Sequeria, 2005). 
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Dos de los ejemplos clásicos de zoonosis son el virus de la Rabia y la Hepatitis E (HEV).  

Un accidente rábico sucede cuando el virus que se encuentra en la saliva del animal 

mordedor (la mayoría de los casos es un perro), es inoculado al humano por la herida que 

causa la mordedura y migra por transporte axonal retrogrado a las células neuronales del 

Sistema Nervioso Central (SNC) ocasionando una encefalitis letal (Jackson et al., 1999; 

Plotkin, 2000) (OMS, 2018). En cuanto al HEV, este es capaz de infectar diferentes 

especies de mamíferos, entre ellos el cerdo y el humano. Anteriormente se pensaba que este 

virus era exclusivo de humanos y que causaba una hepatitis autolimitada. En el año 1997, 

se identificó el genotipo 3 de HEV porcino (HEV3) en un caso de hepatitis humana, cuya 

trasmisión se habría dado por consumo de carne cruda proveniente de este animal. Más 

adelante, con análisis filogenéticos se confirmó que eran el mismo virus, demostrando que 

el HEV no era exclusivo de humanos como se pensaba (Kwo et al., 1997; Meng et al., 

1997; Schlauder et al., 1998). En el año 2003 se definió otro genotipo conocido como 

HEV4, que también cuenta con la capacidad de ser zoonótico (Yazaki et al., 2003) y hasta 

la fecha, se han confirmado tres genotipos zoonóticos de HEV, el 3, 4 y 7, este último 

proveniente de camello (G. H. Lee et al., 2016; Nan & Zhang, 2016).   

Con relación al VLB, Buehring en Estados Unidos, Willems en Bélgica, Wang en China y 

Gutiérrez en Colombia (G. C. Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; N. A. 

Gillet & Willems, 2016; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al., 2006; Zhang et al., 2016) han 

realizado estudios para demostrar su presencia en tejidos humanos de seno con y sin 

procesos neoplásicos. Algunos de estos autores han sugerido una asociación de VLB con 

cáncer de seno lo que ha generado la pregunta de cómo el VLB logra llegar a ese tejido y si 

los productos de consumo provenientes del ganado y dirigidos al humano podrían ser la 
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fuente de infección a través de su ingesta, lo cual haría suponer que el VLB es otro agente 

zoonótico.  

Con las definiciones dadas por la OMS, el CDC y la OIE es claro que para que una 

infección se declare como zoonótica debe transmitirse del animal al humano. No obstante, 

para incluirse como tal debería cumplir con la mayoría de las siguientes características y 

con evidencias apoyadas por diferentes investigadores en distintos lugares del mundo.   

1. Conocer la prevalencia del patógeno: Si bien esto no implica que sea una zoonosis 

este dato forma parte del “paquete” de conocimientos que se deben tener a la hora 

de definirla. Se debe conocer la prevalencia tanto del patógeno en su hospedero 

natural como del patógeno en el hombre y se debe esperar que su prevalencia en el 

animal sea mayor a su prevalencia en el humano. Un ejemplo de ello, es el HEV. 

Un estudio realizado en trabajadores de fincas porcícolas en una región de 

Antioquia –Colombia, demostró una seropositividad del 11.22%, mientras que otro 

estudio realizado en el mismo departamento demostró que la seropositividad en 

cerdos fue del 100%. Teniendo en cuenta que las condiciones de temporalidad y de 

muestreo no fueron las mismas se puede resaltar que la seroprevalencia en los 

animales fue mucho más alta que en los humanos (Gutierrez et al., 2014).  

2. Liberación: Para que sea zoonótico, un agente viral debe ser eliminado de su 

hospedero después de hacer en él una infección lítica. Una situación distinta sucede 

en infecciones donde el virus se mantiene latente, como le sucede al virus del 

Herpes durante su estadio de provirus, que, mientras se mantiene latente en células 

del SNC, no es liberado y, por ende, no es contagioso (Tsurumi, Fujita, & Kudoh, 

2005). Si el virus que se está tratando de clasificar como zoonótico tiene estas 
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características, es poco probable que se logre su liberación. Contrario a lo que 

sucede con Rabia y con HEV, donde el virus está realizando ciclos líticos y está 

siendo liberado en buenas cantidades por la célula, permitiendo así mayor 

posibilidad de infección a hospederos susceptibles (Cao & Meng, 2012). 

3. Transmisión: Conocer la ruta de transmisión es importante para apoyar la propuesta 

de la zoonosis. Si un virus se transmite por transfusión sanguínea y el hombre no 

puede recibir sangre de dicho animal, sería poco probable que se considerara una 

infección zoonótica, en contraste con eventos cuya posibilidad de contacto con el 

animal y/o sus productos sea viable. Ejemplo de ello es lo que se observa en un 

estudio realizado en Francia donde el consumo de salchicha de hígado de cerdo, 

estaba relacionado con la trasmisión de HEV en los consumidores de dicho alimento 

(Colson et al., 2010).  

4. Tener definidos el reservorio, el vector y el hospedero: Para considerar que exista 

una zoonosis se debe tener certeza de que el virus produce la patología en un 

hospedero distinto al humano y que para su transmisión utiliza cierto vector. Con el 

virus de la Rabia se conocen a los humanos y los perros como hospederos naturales, 

a la saliva del perro como vector y a los murciélagos como los reservorios 

principales. En esta  

zoonosis se puede evidenciar la presencia del virus en los tejidos de cerebro tanto 

del perro como de humanos, la saliva como la ruta de transmisión a través de la 

mordida y la presencia del virus en cierto tipo de murciélago, donde el virus puede 

permanecer por mucho tiempo sin producir enfermedad, característica propia del 

concepto de un reservorio (Beranova & Zendulkova, 2016). 
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5. Conocer el ambiente que favorezca la transmisión del patógeno: Siguiendo con el 

ejemplo de Rabia, la mordedura implica que el virus se inocule en el humano, lo 

que permite que llegue a células de SNC y migre a cerebro produciendo la 

sintomatología (Plotkin, 2000). Es claro que la saliva en el perro infectado, sin la 

herida en el humano no genera un ambiente propicio para la infección.   

6. Carga microbiana necesaria para una infección exitosa: En Rabia, un estudio 

reciente demostró que la infección en modelos animales no depende solo de la 

virulencia de la cepa sino también la carga viral. Brevemente, inocularon dos grupos 

de ratones, el primer grupo con títulos bajos de virus y el segundo grupo con títulos 

altos, encontrando que la mortalidad de ratones infectados del grupo 1 fueron 

significativamente más bajas (p <0,001) en comparación con las del grupo 2 (Fuoco 

et al., 2018). Es posible que una baja carga viral sea suficiente para infectar al 

hospedero natural, pero si este es el hombre que no es su hospedero natural, es 

probable que requiera de una mayor carga viral para producir la enfermedad.   

7. Presencia de receptores celulares compartidos lo cual está relacionado con la 

susceptibilidad a la infección: La presencia de receptores celulares comunes entre el 

animal y el hombre definen el tropismo viral y la susceptibilidad a ser infectados. 

En el caso de Rabia, se han propuesto diferentes moléculas celulares que actuarían 

como receptores, los no proteicos como los gangliósidos y los de tipo proteico como 

el receptor nicotínico de acetilcolina, el receptor de baja afinidad de neurotrofinas y 

la molécula de adhesión celular neural (Lentz, Burrage, Smith, Crick, & Tignor, 

1982; Tsiang, Koulakoff, Bizzini, & Berwald-Netter, 1983; Tuffereau, Benejean, 

Blondel, Kieffer, & Flamand, 1998; Lafom, 2000), los cuales están presentes en la 

mayoría de los mamíferos, de tal forma que son usados por el virus para iniciar la 
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infección. Esta puede ser la razón por la cual este virus puede causar problemas en 

muchos de los mamíferos que conocemos. 

8. Filogenia viral: Gracias a esta herramienta, casos de zoonosis han sido resueltos,  un 

ejemplo es el HEV donde se comprobó que el virus circulante en el humano 

provenía de carne cruda de un ciervo infectado y de carne y leche de camellos (G. 

H. Lee et al., 2016; Tei, Kitajima, Takahashi, & Mishiro, 2003).    

9. Presencia de una enfermedad definida: Una discusión importante es si la presencia 

del patógeno pero la no producción de sintomatología puede considerarse zoonosis. 

Ejemplo de esto fue reportado con HEV3, cuya sintomatología fue evidenciada en 

el humano infectado, pero no en los cerdos donde solamente se encontró evidencia 

microscópica y serológica de la infección (Meng et al., 1997). De manera que la 

presencia de la enfermedad con sintomatología clara en el hospedero, no es un 

criterio que necesariamente confirme o descarte la posibilidad de un agente 

zoonótico.  

 

A continuación se adjuntan los tres artículos: dos publicados y uno sometido que apoyan la 

propuesta que el VLB es una zoonosis. 

 

3.2 ARTÍCULOS 
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Interpretive Summary: Bovine leukaemia virus genotype in fresh milk and raw beef for 

human consumption, Corredor-Figueroa. Bovine Leukaemia Virus (BLV) is part of the five 

most important infectious agents in cattle. BLV worldwide prevalence was reported to be 

between 0-90%. Recently, in Colombia was reported a seroprevalence of 42.7% in which 

most of the animals remain asymptomatic and could be a source of dissemination of the 

virus through cattle-derived food products, with a risk of reaching humans as a zoonotic 

infection.  

 

Abbreviated title:  SHORT COMMUNICATION: Phylogenetic analysis of BLV in 

food products derived from cattle  

 

Short communication: Bovine leukaemia virus genotype in fresh milk and raw beef 

for human consumption 

 

Adriana Patricia Corredor-Figueroa *, Nury Nathalia Olaya-Galán*†, Juan Sebastián 

Quintero*, Sandra Patricia Salas-Cárdenas*, Nathalia Alarcón*, Karina Salvatierra‡, 

María Fernanda Gutiérrez*
1
 

* Microbiology Department, Pontificia Universidad Javeriana, Carrera 7 No. 40 – 62, Ed 

50. Bogotá D.C., Bogotá, Colombia 

† PhD Programme in Biomedical and Biological Sciences, Universidad del Rosario, 

Carrera 24 #63C-69 Bogotá, Colombia 

‡
 
Faculty of Exact Chemical and Natural Sciences, Universidad Nacional de Misiones, 

Felix de Azara 1552, N3300LQH, Posadas, Argentina 

 

Both authors made an equal contribution 

 

1
Corresponding author: mfgutierr@javeriana.edu.co, +573102707567. Microbiology 

Department. Pontificia Universidad Javeriana. Carrera 7 No. 40 – 62, Ed 50. Bogotá D.C., 

Colombia.  

 

 

mailto:mfgutierr@javeriana.edu.co


Análisis del potencial zoonótico del VLB 
 

85 
 

Abstract 

Bovine Leukaemia Virus (BLV) is the causative agent of enzootic bovine leucosis (EBL), a 

slow, progressive and asymptomatic disease affecting cattle. Evidence of BLV in humans 

has also been reported, and was recently associated as a potential risk factor for breast 

cancer development. Previous work in our research group found BLV in raw meat and 

fresh milk with the hypothesis that BLV could be transmitted to humans by the 

consumption of these food products. However, there is no evidence if the virus that could 

be found in the food products is the same as the isolates obtained from bloodstream in 

cattle. In the current study, proviral DNA was extracted from 50 milk and 50 meat samples, 

in which segments of three viral genes were detected (gag, env and tax).  At all, 24 samples 

of meat as well as milk were positive to BLV by the diagnosis test directed to gag region. 

Afterwards, five positive milk and three positive meat samples were randomly selected for 

sequence analysis and phylogenetic reconstruction with the other two genes. Considering 

env region for genotyping, it was found that all of the samples were grouped into genotype 

1; being one of the most frequent genotypes all around the world. This is the first study 

directed to the molecular characterization of the virus in food products.  

 

Key words: Zoonosis; bovine leukaemia virus genotype; milk; beef. 

 

Short communication 

Viral diseases in cattle represent a major cause of health-related problems associated with 

global economic losses in the livestock industry (Gutiérrez et al., 2014; Tsutsui et al., 

2016). Bovine Leukaemia Virus (BLV) is one of the five most important viral agents in 

livestock, causing asymptomatic disease in 70% of infected animals, persistent 

lymphocytosis in 30% of them and leukaemia in another 5% (Gutiérrez et al., 2014; Lee  et 

al., 2016). The BLV belongs to the Retroviridae family, genus Deltaretrovirus, along with 

the Human T-cell Lymphotropic Virus (HTLV) and Simian T-lymphotropic Virus (STLV) 

(Licursi et al., 2003). BLV genome is composed of 8,714 nucleotides, distributed into 8 

ORFs, including the gag, env and pol regions which code for both structural and non-

structural proteins; and a pX region which encodes for auxiliary proteins involved in the 

regulation of the viral cycle and in the induction of leukaemia (Panei et al., 2013; Barez et 
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al., 2015). Nowadays, ten circulating genotypes have been described worldwide, which 

have been determined by variations in the sequence of the env gene which encodes the 

gp51 protein, thereby showing the virus’ worldwide diversity. Even if there is not a direct 

relationship between viral genotypes, pathogenicity and geographical distribution, 

genotypes 1 and 4 have been reported all around the world while other genotypes such as 5, 

6 and 9 seem to more localised. In addition, some specific mutations have been found in 

cattle isolates in other genomic regions different than env, through complete genome 

sequencing. They are reported particularly in South America(Lee et al., 2015; Lee et al., 

2016).  

 

BLV prevalence in cattle worldwide ranges from 1% to 80% (Lee et al., 2016; Polat et al., 

2017; Tsutsui et al., 2016) . In some regions as North Europe, BLV has been eradicated 

with efficient prevention and control strategies (Acaite et al., 2007; Lee et al., 2016; 

Maresca et al., 2015; Nuotio et al., 2003; Tsutsui et al., 2016). However, in other regions as 

South America high prevalence rates are still reported (Polat et al., 2016). A recent study in 

Colombia reported 42.7% seroprevalence (Ortiz et al., 2016), meaning that the same 

amount of animals might be allowing the virus to become dispersed through meat or dairy 

products. 

 

In a previous study, it was shown the presence of proviral DNA of the BLV in meat and 

milk products with a 50% of BLV positive samples, what is similar with the prevalence in 

Colombia, suggesting that through these products, the virus could be circulating both in the 

animals and end-point products as a possible pathway of transmission to humans (Olaya-

Galán et al., 2017 ). In spite of such findings, it is not clear whether the proviral DNA 

found as a biomarker of the viral presence in these samples, could be associated with 

infectious viral particles present on meat and milk products. In addition, there is no 

evidence about the viral divergence happening in milk neither beef, thus, this study was 

aimed to seek for specific mutations that could be occurring in these types of samples 

compared with bloodstream isolates, and to identify the BLV genotype circulating in 

ready–to-consume fresh milk as well as in raw meat products.  
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In order to develop the objective of this study, convenience sampling was done to obtain 50 

samples of milk and 50 samples of beef obtained from nursing cows on farms nearby 

Bogotá and from grocery stores respectively. Samples were transported in a refrigerated 

container to the Virology Lab at the Javeriana University and nucleic acids extraction was 

done with High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) following the instructions of 

the manufacturer. PCRs for this study were done with PCR Master from Roche ® 

following the manufacturer’s instructions and adjusting the conditions of annealing of the 

primers per each gene. A initial PCR directed to the bovine GAPDH was used as an 

indicator of DNA quality for the assays. Subsequent proviral DNA was detected by nested 

PCR targeting a region of the gag of the virus as a diagnosis test, for being one of the most 

highly conserved regions of the virus.  

 

Positive samples obtained for the gag region, were selected for amplifying the other viral 

genes (tax and env), in order to find the genotype in the food products as well as mutations 

in the tax region that might have an impact on the progression of the viral cycle. Primers 

used in the current study were previously published by Buehring et. al. (Buehring et al., 

2014). Conditions for the nested PCRs were slightly adjusted and could be seen in table 1. 

PCR products were visualised on 1.5% agarose gels stained with HydraGreen, and using a 

100 bp DNA ladder (BioLine) to compare the obtained products. Proviral DNA obtained 

from a blood sample of a BLV seropositive cow was used as positive control. For the 

negative controls, it was used DNA obtained from a blood sample of a seropositive cow, 

and as an internal control of the PCR showing non cross-contamination of the reagents, 

RNase- and DNase-free water was used. Some of the PCR products of the positive samples 

(randomly selected) were purified with a High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) 

and sent for sequencing to Macrogen Inc. (Seoul, Korea). 

  

Table1. Primers used for amplifying the gene segments of the BLV  
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The Staden computer software package (http://staden.sourceforge.net/) was used for editing 

the sequences; the ClustalW algorithm was used for nucleotide alignment and the Mega 7 

integrated tool was used for multiple alignments. The foregoing work was performed with 

10 reference sequences which were representative of known BLV genotypes which were 

obtained from 29 sequences from the GenBank. Accession numbers of the reference 

sequences are found in both figures. BLV genotype of the food products was determined 

using the env region and through the distribution within phylogenetic clusters when 

analysed with reported sequences of BLV. Sequences for genotypes 1-10 were chosen to 

represent BLV diversity. 

 

Maximum-likelihood (ML) phylogenetic trees were reconstructed using the partial env gene 

sequence with the online PhyML (3.0) platform (http://www.atcg-montpellier.fr/phyml). 

The best-fitting nucleotide substitution model (general time-reversible + gamma 

distribution amongst the sites) was estimated using Model Test integrated in MEGA 7. 

Region 
Primer sequence 

5’- 3’ (forward and reverse) 

Product 

obtained 

(bp) 

Annealing 

temperature (°C) 

gag 

Outer AACACTACGACTTGCAATCC 
385 59.3 

GGTTCCTTAGGACTCCGTCG 

Inner ACCCTACTCCGGCTGACCTA 
272 57.3 

CTTGGACGATGGTGGACCAA 

tax 

Outer CTTCGGGATCCATTACCTGA 
373 56.5 

GCTCGAAGGGGGAAAGTGAA 

Inner GGCCCCACTCTCTACATGC 
206 57 

AGACATGCAGTCGAGGGAAC 

env 

Outer TGATTGCGAGCCCCGATG 
264 56 

TCTGACAGAGGGAACCCAGT 

Inner TGATTGCGAGCCCCGATG 
230 60 

GGAAAGTCGGGTTGAGGG 

http://www.atcg-montpellier.fr/phyml
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Branch  reliability was evaluated by an approximate likelihood-ratio test (Chi-squared 

statistic-based) with a 0.9 interior branch cut-off value (Tamura et al., 2011 ; Posada, 

1998). 

 

BLV complete genome reference sequences were selected from the GenBank (NCBI) for 

gag and tax phylogenetic analysis. The data set for gag region was constructed using 

sequences obtained in this study compared with previously reported sequences, considering 

a segment of 273 bp within the p24 coding region; and for the tax region a segment of 207 

bp was included. The Mega7 tool was used for selecting the best nucleotide evolutionary 

model for this data set, resulting in a general time reversible (GTR) model with gamma (G) 

and proportion of invariant sites (I) distribution for tax and GTR with G distribution for 

gag, based on Akaike information criterion (AIC) as an indicator of statistical model 

quality.  

 

Phylogenetic trees were also reconstructed with ML approach, considering gaps in the 

analysis and with a bootstrap of 100 pseudo-replicates method for each node as a measure 

of robustness. Once the phylogenetic trees were obtained, they were edited using FigTree 

v1.4.1 software available at http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/. 

 

Forty-eight out of the 100 samples including both milk and meat were positive to BLV by 

the diagnosis test of the gag region. For the env region, eight sequences (5 isolated from 

milk samples and 3 from meat) were aligned with sequences available in the GenBank and 

was found that the food-products BLV isolates were all grouped within the cluster of 

genotype 1, with a bootstrap value of 84% defining the genotypes (Figure 1). 

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Figure 1. Maximum likelihood (ML) phylogenetic tree constructed based on BLV env gene 

fragment sequences. Previously reported nucleotide sequences for the 10 genotypes were 

included (labelled with GenBank code). Eight Colombian sequences obtained from milk 

and beef products were included (labelled L and C).  Blue labelling represents milk 

samples; red labelling represents beef samples. Low bar indicates evolutionary distance. 
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Some samples were selected for gag and tax regions for genomic variation analysis. 

Specific substitutions were found in both genes compared with the FLK reference sequence 

(Accession number EF600696). For the gag region, a substitution in the position 561 of an 

adenine (A) for a thymine (T) was detected and in the tax region, a substitution in the 

position 2499 of a guanine (G) for an adenine (A) was found in almost all of the analysed 

samples (12/16) (data not shown). In figure 2 is shown the phylogenetic trees obtained for 

gag and tax regions.  
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Figure 2: Maximum likelihood (ML) phylogenetic trees based on partial BLV gag (A) and 

tax (B) genes. Evolutionary history was inferred by using the ML method based on the 

GTR model. For gag gene, analysis involved 42 nucleotide sequences whilst for tax gene 

analysis involved 32 nucleotide sequences. 273 positions in the final dataset for gag gene 

and 207 positions for the tax gene. The Colombian sequences obtained from milk and beef 

products were included, shown in the trees as L for milk and C for beef, labelled in blue 

colour. Low bar indicates evolutionary distance. 

 

BLV has been widely reported in cattle’s B-lymphocytes as well as in milk and colostrum 

of cows since its transmission to calves by nursing has been already reported (Ferrer, 

Kenyon, & Gupta, 1981).  Recently, it was reported the presence of the gag gene in ready-

to-eat cuts of meat sold in grocery stores as well as in milk selected for human consumption 

suggesting a possible pathway of transmission of BLV to humans (Olaya-Galán et al., 

2017). The importance of seeking for BLV within the human interface has arisen after the 

proposal of being linked with breast cancer (Buehring et al., 2017; Buehring et al., 2015; 

Gillet and Willems, 2016; Martinez Cuesta et al., 2018), identifying the circulating 

genotype and specific mutations in the food products deeps in the knowledge of the current 

status of BLV in Colombia and will be useful in future prevention and control strategies 

such as vaccines design or eradication programs. Even if the current evidence of BLV 

linked with breast cancer is not conclusive, a good question to be solved is which is the role 

of a retrovirus with oncogenic potential, that besides might come from cattle, is found on 

breast tissues of humans (Barez et al., 2015; Buehring et al., 2017; Buehring et al., 2015; 

Mesa et al., 2013; Olaya-Galán et al., 2017 ); it could not be discarded the possibility of 

having an impact in the transformation process due to the mechanisms of the viral particle 

itself such as the effect of Tax protein in the inhibition of DNA repair and accumulation of 

mutations in the host genome. 

  

Furthermore, some other questions remain unsolved about the BLV dissemination process. 

One of them, is if it is possible to find infective viral particles in the cattle more than in the 

bloodstream. Given the high phylogenetic similarity between milk and meat samples found 

in this study compared with previously reported sequences obtained from blood isolates, it 
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could be said that the proviral DNA could also being co-circulating in other tissues/fluids 

more than the blood. Thus, considering that milk usually contains 70% of mammary 

epithelial cells, 22% polymorphonuclear cells and 8% lymphocytes (Bradley and Green, 

2004), both the mammary epithelial cells (Buehring et al., 2014) and the lymphocytes  

could be a source of proviral BLV in the milk. Also, evidence of BLV in exosomes released 

to the milk having infectious particles has been reported (Yamada et al., 2013). Likewise, 

beef samples have large amount of blood cells, including lymphocytes, what could explain 

the viral presence in these samples. 

 

In this study, the gag gene was selected as a diagnostic test, env was used for genotype 

identification and tax (together with gag and env) for providing information about genome 

variability and the changes these gene segments might have in the milk and meat samples. 

Only one non-synonymous mutation was found when sequencing the gag 273 bp fragment, 

representing a high nucleotide identity regarding the FLK reference strain (data not shown) 

The tax gene was included in this study because it encodes the Tax protein which acts as 

transactivator and modulator protein for other genes’ expression (Gutiérrez et al., 2014; 

Barez et al., 2015). It also cooperates with the Ha-ras oncogene to induce transformation in 

rat embryonic cells and has been found in cell transformation since its expression generates 

instability in the genome by reducing the ability to repair damage occurring in the DNA, 

inducing long term mutations. Variations in this gene’s nucleotides or segment may thus 

provide evidence of virulence and a relationship with cancer (Inoue et al., 2013; Panei et 

al., 2013). An amplified 207 bp tax sequence was used in this work, which gave similar 

results to the gag region, where only a single nucleotide variation was observed. These 

transversions found in gag and tax segments could be considered as synonymous mutations 

which would not have affected the resulting proteins.  

 

Studying the viral genotypes of a virus found in a particular population of interest is an 

important strategy for advancing in the preventative proposals directed to the identification 

of circulating strains in a specific geographical regions and genome stability of the virus, 

showing the level of adaptation to the environment and trying to find a relationship with 

viral virulence (Zhao and Buehring, 2007). Ten genotypes have been reported to date for 
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BLV (Polat et al., 2017); even the first seven are the commonest worldwide, genotype 1 has 

being seen as the predominant genotype. In this study, only genotype 1 was found on the 

food products in concordance with previous reports found in cattle bloodstream all around 

the world (Lee  et al., 2016).  

 

The analysis made in this paper supports the on-going hypothesis of the zoonotic potential 

of BLV by the evidence of molecular biomarkers as a presence of the DNA viral in these 

products, however, further studies are needed focused in the identification of circulating 

strains in humans in order to tell if the same viral agents could be co-circulating in the 

animals, food products and humans, what all of them makes the human/animal interface for 

exposure to a zoonotic agent  (Wang and Crameri, 2014). Two questions must be answered 

regarding why this virus could be found in epithelial cells: 1) which receptor is shared by 

cattle lymphocytes and human epithelial cells so that the virus can enter both types of cell?, 

recently it has been suggested that AP3D1 protein could be involved in the viral cycle 

penetration of both  (Corredor et al., 2018) 2) which is the pathway of entrance into 

humans? If the virus is in milk and beef and then in the human breast, then it could have 

been ingested. However, there is no clarity regarding how it resists changes in pH during in 

its passage through the stomach and intestine and neither how it finally reaches the breast 

(Zhao and Buehring, 2007; Buehring et al., 2014; Buehring GC et al., 2015). It thus 

remains to be demonstrated phylogenetically that the same virus in cows is the one reaching 

humans, probably having (undergone) some genomic variations, thereby providing it with 

greater adaptability. 
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3.3 DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 

Identificar infecciones zoonóticas nuevas constituye un reto permanente dada la cantidad de 

agentes infecciosos que existen, la cantidad de evidencia que debe ser entregada y los 

aportes de investigadores que participan para que sus conclusiones apoyen la hipótesis. 

Desde el inicio de este proyecto se tenía clara la presencia del VLB en tejido mamario 

humano y fue esa la motivación para estudiar al bovino y tratar de determinar qué papel 

cumplía en la enfermedad, suponiendo además una zoonosis que era interesante 

caracterizar. Con los resultados obtenidos a través de este proyecto se logra abordar con 

hallazgos científicos el potencial zoonótico del VLB, desde 4 de las 9 características con las 

cuales definimos a la zoonosis: 1. La prevalencia del VLB en la vaca, 3. Las posibles vías 

de transmisión, 7. La susceptibilidad relacionada con la presencia de receptores 

compartidos, 8. La evaluación filogenética para demostrar que es el mismo virus en la vaca 

y el del humano.  

Para algunas de las otras características descritas, si bien no hay evidencia científica, si hay 

una discusión con evidencias indirectas que permite apoyar la hipótesis. Por esto, con la 

discusión que se presenta a continuación refuerza las cuatro características de las que se 

tiene evidencia de que el VLB es un virus zoonótico y se entregan evidencias indirectas de 

las otras cinco características. 

Característica 1: Prevalencia del virus en la población: En el segundo capítulo de este 

trabajo, se reportó la prevalencia de VLB en vacas colombianas del 62% por animal. Ahora 

bien, ya se ha mencionado que esta característica no implica una zoonosis, sin embargo hay 

que resaltar que esta es una de las más altas prevalencias de VLB en Suramérica (M Polat 
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et al., 2017), lo que implica que este mismo número de animales con escasas medidas de 

control, podría estar diseminando el virus a vacas sanas o al humano consumidor de sus 

productos, como carne y leche, de manera que el riesgo de trasmisión al humano estaría 

dado en la misma medida. Por otra parte, se esperaría que la prevalencia en VLB en vacas 

sea más alta que la prevalencia en el humano. En el año 2003 la Dra Buerhing reportó un 

estudio de seroprevalencia de 74% en 257 humanos (G. Buehring, Philpott, & Yeon Choi, 

2003). Lo cual es mayor a lo reportado por nuestro grupo en ganado, sin embargo, en un 

corto tiempo se tendrá el dato exacto de prevalencia en tejido de seno humano, pudiendo 

con este dato demostrar que las vacas como hospederos naturales tienen mayor prevalencia 

de VLB que las mujeres colombianas. Situación similar fue reportada para HEV en cerdos 

y personas en una región colombiana, cuya seroprevalencia encontrada en los animales fue 

drásticamente más alta que en los humanos (Bentancur et al., 2008; Gutierrez et al., 2014). 

Con respecto a los genotipos, en este trabajo se reportó la presencia del G1 y el G6, que 

sumado al aporte de López de G3 se esperaría que en el humano se encuentren los mismos 

genotipos y en las mismas proporciones.  

Característica 3, ruta de transmisión: En este trabajo se encontró la presencia de 3 

segmentos génicos del VLB en productos de consumo. Previamente se ha reportado que el 

VLB puede ser trasmitido de la vaca infectada a sus becerros a través de calostro o leche 

(Ferrer, Kenyon, & Gupta, 1981), de modo que dicho evento también podría darse a los 

humanos consumidores de estos alimentos. Sumado a los antecedentes de lo que ocurre con 

VIH o HTLV, otros retrovirus en los que se conoce que las madres pueden trasmitir a sus 

bebes el virus a través de la leche (Ikeda et al., 1989; Orloff, Wallingford, & McDougal, 

1993). El origen del HTLV y del HIV son los primates no humanos, de tal forma que vale 
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la pena la atención en el estudio de otros retrovirus como el VLB por el riesgo zoonótico 

que estos representan (Gao et al., 1999; Van Dooren, Salemi, & Vandamme, 2001). 

Por este motivo, considerando que la demanda de alimentos para humanos incrementa, y 

que en su mayoría estos son de origen animal como fuente de proteína, es pertinente 

mencionar la iniciativa de la OPS en el año 2003 “Contribuir al bienestar de los humanos a 

través de la producción y el suministro de proteínas de origen animal en cantidades 

suficientes y garantizar la inocuidad y calidad de los alimentos; evitar el impacto nocivo de 

las enfermedades comunes al hombre y los animales; preservar el ambiente del efecto de la 

tenencia de animales y de la industrialización de la producción animal; y contribuir a la 

solución de problemas de salud a través del desarrollo de modelos animales que faciliten las 

investigaciones biomédicas, así como la conservación de especies de animales domésticos y 

de vida libre para su uso sostenido” (OPS, 2003). De modo que todos los entes 

involucrados como lo son la academia, el gobierno y la industria, están obligados a velar 

por la salud y la integridad de los animales y de los humanos ante la posibilidad de una 

zoonosis, que hasta este punto estaría respaldada por el virus que aparece en la leche y 

carne cruda de vacas que resultan ser positivas para VLB, productos de consumo que 

pueden estar actuando como vía de transmisión viral a humanos.  

Característica 7, presencia de receptores comunes entre el ganado bovino y el humano: Con 

este trabajo se aportaron evidencias in silico e in vitro, que el receptor celular involucrado 

en la adherencia viral es AP3D1 en vacas, así mismo la posibilidad plausible de que la 

misma proteína del humano este cumpliendo la misma función y permitiendo que el VLB 

pueda infectar esta especie.  Un ejemplo de esto, fue reportado en el virus MERS-CoV, un 

coronavirus zoonótico emergente, que necesita dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-4) para su 
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adhesión, cuyos análisis revelaron similitud entre la dipeptidilpeptidasa-4 humana y equina, 

lo que indica la posible susceptibilidad de los caballos a este nuevo virus (Barlan et al., 

2014; Bosch, Raj, & Haagmans, 2013; Mohd, Al-Tawfiq, & Memish, 2016). 

Estudios adicionales deberán enfocarse a evaluar la promoción de la infección y la 

replicación en cada sistema, el bovino y el  humano, incluso analizar si hay participación de 

otros receptores tal como se propuso con el virus de la Rabia (Lentz et al., 1982; Tsiang et 

al., 1983; Tuffereau et al., 1998), los adenovirus (Nemerow, 2000) o en VIH que requiere la 

participación de correceptores como las moléculas CCR4 y CCR5 entre otros (Berger, 

Murphy, & Farber, 1999) (Lafom, 2000; Thoullouse, 2000). 

Característica 8: Análisis filogenético de las cepas: Clasificar genéticamente los aislados y 

compararlos con cepas de otros lugares del mundo es uno de los primeros requisitos para 

responder ante la hipótesis de que un virus es zoonótico. En este trabajo se realizó un 

análisis filogenético con las secuencias provenientes del virus circulante en la vaca y del 

virus en los productos de consumo como los son leche y carne cruda. Un ejemplo reciente 

de esta situación es la del HEV, donde uno de los casos de infección zoonótica se confirmó 

por análisis filogenéticos del virus aislado de humanos que habían consumido carne de 

ciervo cruda. Así mismo miembros de una familia que habían consumido dicho alimento 

tuvieron diagnóstico de Hepatitis, ellos habían sido negativos para anticuerpos contra 

hepatitis A, B y C, pero más adelante se verificó que eran positivos para anticuerpos anti 

HEV. Posteriormente la historia clínica reveló que los miembros de esa familia habían 

consumido carne cruda de ciervos cazados en Japón en repetidas ocasiones. La carne 

sobrante había sido congelada y se logró recuperar el ARN viral, del que posteriormente se 

amplificó un segmento de 326 pb del ORF1 y se demostró una identidad del 99.7 y 100% 
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con el virus circulante en los miembros de dicha familia. Al compararlo con otras 

secuencias nucleotídicas de HEV reportadas en las bases de datos, se pudo concluir que 

pertenecían al genotipo 3, proporcionando así una evidencia directa de una zoonosis.  

Desde entonces existe diversidad de reportes que dan cuenta de la relación filogenética del 

virus aislado del producto de consumo y del virus circulante en el humano (Li et al., 2005; 

Renou, Roque-Afonso, & Pavio, 2014; Takahashi, Kitajima, Abe, & Mishiro, 2004; Tei et 

al., 2003)  

Ahora bien, para el caso de las secuencias nucleotídicas de VLB provenientes de humanos, 

hasta este momento no están disponibles, por lo cual no hay evidencia que confirme la 

existencia de un virus zoonótico. Situación contraria ocurrió con HEVs, donde solo hasta 

los años 90 hubo disponibilidad de secuencias provenientes de animales, lo que no 

implicaba que la zoonosis no hubiera ocurrido antes. 

Las cinco características de las cuales se tienen evidencias indirectas son: 

2. Liberación: Como los demás retrovirus, el VLB realiza ciclos líticos y lisogénicos 

confirmando la infección lenta. La presencia de virus en leches y en carnes cruda de 

consumo muestra una gran excreción viral lo cual no descarta la permanencia del virus en 

ganglios linfáticos como se ha reportado respecto al ciclo del VLB. Esto demuestra que el 

virus se está liberando en buena cantidad para pasar a otra célula que tenga receptores para 

continuar su ciclo.  

4. Identificación de hospederos y vectores: Para VLB se sabe que el hospedero natural es el 

ganado bovino (Burny et al., 1985). También se ha informado recientemente que el VLB 

está presente en las células epiteliales de las glándulas mamarias de las mujeres con cáncer 
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de mama, sugiriendo una relación. En general, en este trabajo se ha estudiado el VLB desde 

tres de sus genes, el hospedero que es la vaca y el medio de transmisión que podría 

involucrar la leche o la carne cruda, donde también se encuentra el virus presente. Por 

último, está el hombre que actuaría como hospedero accidental y para el que falta presentar 

las pruebas de su presencia allí, ya hay evidencias bibliográficas que lo muestran con este 

tipo de patologías (G. C. Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; Mesa et al., 

2013; Ochoa-Cruz et al., 2006).  

5. Conocer el ambiente que favorezca la transmisión del patógeno: Previamente se ha 

discutido que la carne y la leche cruda podrían ser la vía de trasmisión del VLB al humano. 

Sin embargo, no está claro como el VLB que entraría por ingesta no es degradado por 

proteínas salivares, tal como si ocurre en VIH-1 o en Influenza A, donde la proteína 

conocida como aglutinina salival (gp340) (Wu, Golub, Abrams, & Malamud, 2004) tiene 

una actividad antiviral sobre estos agentes, inhibiendo a gp120 en VIH1 o a la 

hemaglutinina en Influenza A (White et al., 2005; Wu et al., 2003). Por lo que no es 

descartable que lo mismo suceda con VLB sobre gp51.  También queda sin resolver cómo 

llega el VLB a tejido mamario humano, cómo logra pasar el pH del estómago e intestino y 

cómo atraviesa la pared intestinal para llegar a tejido mamario. 

6. Carga viral necesaria para lograr una infección: Un estudio de Marcela A. Juliarena y 

cols, demostró que vacas VLB+ con bajas cargas virales no lograron infectar vacas sanas 

(Juliarena, Barrios, Ceriani, & Esteban, 2016), por lo que, si esta situación ocurre en el 

hospedero natural que es la vaca, es posible que para que el humano la infección requiera 

una concentración viral importante. Una situación similar fue evidenciada en un caso de 
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zoonosis de HEV, cuyas personas infectadas fueron las que habían consumido mayor 

cantidad y en repetidas ocasiones carne infectada con el virus (Tei et al., 2003). 

9. Presencia de una enfermedad definida: El VLB se caracteriza por ser de infección lenta, 

por tener baja tasa de replicación, lo cual le permite no producir una sintomatología clínica 

aparente y escapar de la respuesta inmune. Evidencia de esta situación es que solo del 5 al 

10% de las vacas infectadas con VLB, llegan a desarrollar leucemias o linfosarcomas (Aida 

et al., 2013). Ahora bien, en el humano no se sabe ni en qué momento ingresó el virus ni la 

enfermedad que este causando, a pesar de que algunos autores lo han asociado con cáncer 

de seno (G. C. Buehring et al., 2014; G. C. Buehring et al., 2015; N. A. Gillet & Willems, 

2016; Mesa et al., 2013; Ochoa-Cruz et al., 2006; Zhang et al., 2016).  

 

Si bien existen varias definiciones para la palabra zoonosis, incluir para su definición 9 

características permite tener evidencia suficiente para confirmar que en realidad el agente 

cumple con las condiciones necesarias. Para el caso del VLB hay evidencia casi completa 

para afirmarlo sin embargo aún faltan por analizar los datos correspondientes a la parte 

humana de este proyecto y con ellos ya se podrán completar las condiciones que hacen 

falta. Los datos que se entregaron en este documento atraviesan el estado del arte y aportan 

nuevo conocimiento de gran importancia para la sanidad animal. 
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