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Diagnéstico molecular del virus de leucosis bovina en una poblacién de vacas

Holstein, Colombia
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Universidad Nacional de Colombia. Medellin. Colombia.

RESUMEN

PALABRAS CLAVE ADICIONALES

Lecheria.

Leucosis bovina enzodtica.
Prevalencia molecular.
PCR anidada.

El virus de la leucosis bovina (BLV) posee un genoma RNA de cadena sencilla, pertenece
a la familia Retroviridae y presenta ocho genotipos diferentes. Los linfocitos B son la célula
blanco del BLV, lo cual tiene un impacto negativo sobre el sistema inmune de los bovinos ya
que los hace mds susceptibles a otras enfermedades de origen infeccioso ademds las vacas
lecheras presentan una menor produccién respecto al hato (2,5 a 5%). Esta enfermedad se
transmite a través del consumo de leche y principalmente de forma iatrogénica. El objetivo
del presente trabajo fue diagnosticar BLV por medio de la técnica PCR anidada, para lo cual
se tomaron 500 muestras de sangre de vacas Holstein pertenecientes a varios hatos ubica-
dos en los principales municipios con cardcter lechero en el departamento de Antioquia,
durante los meses de febrero a junio de 2013. Se realizé una PCR anidada para detectar
el provirus amplificando una regién del gen env viral. Se obtuvo un fragmento de 444 pb y
se comprobd la identidad de la secuencia a través de la aplicacién BLAST®. La prevalencia
para el departamento de Antioquia fue del 44% (219/500). Uno de los productos de PCR
fue secuenciado y clasificado como genotipo 1; se encontré un 99% de identidad con la
secuencia FJ808575.1. Se evaluaron tres subregiones lecheras Oriente, Norte y Valle de
Aburra. La presencia del virus fue de 70%, 45 %, 31 % respectivamente. La prevalencia mo-
lecular de BLV varié entre 16 y 88 % por municipio. Se encontré diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) entre el lugar de origen de la muestra y la presencia del virus. Se ha
confirmado la presencia BLV en gran parte de las unidades lecheras evaluadas en una de
las regiones lecheras mds importantes en el departamento de Antioquia.

Molecular diagnosis of bovine leukemia virus in a population of Holstein cows,
Colombia
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The bovine leukemia virus (BLV) has a single-stranded RNA genome; it belongs to the
Retroviridae family and has eight different genotypes. B lymphocytes are the target cell of
BLV, which has a negative impact on the immune system of cattle, making them more suscep-
tible to other diseases of infectious origin; infected dairy cows also have lower production
over herd (2.5 to 5%). The disease is transmitted through consumption of milk and mostly
iatrogenic. The aim of this study was to make the diagnosis of BLV by nested PCR technique
in 500 samples of blood from Holstein cows, which belonging to several herds located in
municipalities with dairyness in the department of Antioquia, it were taken during the months
of february to june 2013. It was performed a nested PCR to defect a region of the provirus
detecting the viral env gene. A fragment of 444 bp was obtained and the sequence identity
was found through BLAST® application. The BLV prevalence for the department of Antioquia
was 44 % (219/500). One of the PCR product was sequenced and classified as genotype
1; finding a 99% identity with the sequence F/808575.1. Samples from three regions of
Antioquia department (East, North and Aburra Valley) were evaluated; the BLV prevalence
was 70%, 45%, 31% respectively. The molecular prevalence of BLV was between 16 and
88 % by the municipality. There was statistically significant difference (p<0.05) between the
region of origin and the virus prevalence. The presence of BLV has been confirmed in the
maijority of the evaluated dairy units, which belong to one most important dairy regions in
the department of Antioquia.

INTRODUCCION

2014 (DANE, 2014b). Por otra parte el departamento de
Antioquia aport6 el 19,7 % del total de leche producida

La produccién lechera en Colombia pertenece a la
rama econdmica de Agricultura, ganaderia, caza, silvi-
cultura y pesca la cual genera el 16,3 % de los empleos
totales en Colombia (DANE, 2014a) y obtuvo un cre-
cimiento del PIB del 3,4 % para el dltimo trimestre del

en el pais para el 2013 (137119.456 litros leche/afio)
(DANE, 2014c). Sin embargo, la presencia de algunas
enfermedades puede perjudicar el comportamiento
productivo y reproductivo de los animales y por lo
tanto afectar la economia del pais. La leucosis bovina
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enzoodtica (LBE) es una enfermedad que afecta a los
bovinos y especialmente los dedicados a produccién
de leche, y esta causada por el virus de la leucosis bo-
vina (BLV), el cual pertenece a la familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae, género Deltaretrovirus
(Wu et al., 2003).

La LBE es una enfermedad maligna, sistémica, de
alta morbilidad y baja mortalidad. Generalmente los
animales aparentan estar clinicamente sanos durante
los primeros afios post-infecciéon, pero entre 30-70 % los
animales infectados puede desarrollar linfocitosis per-
sistente (LP) y entre el 0,1-10 % de los bovinos mayores
a 3 afios sufre algun tipo de linfosarcoma (LS) (OIE,
2008). E1 BLV integra su genoma en los linfocitos B del
bovino infectado, de manera que todos los animales in-
fectados son portadores del virus durante toda su vida,
esto tiene un impacto negativo sobre el sistema inmune
de los animales, y los hace més susceptibles a otras
enfermedades infecciosas provocando mayor inciden-
cia de mastitis, metritis, diarrea y neumonia, ademas
las vacas infectadas pueden reducir su produccion de
leche hasta en un 5% respecto al hato (Emanuelsson et
al., 1992; Ott et al., 2003; Cadavid, 2012).

El genoma del virus es un RNA de cadena sencilla
de sentido positivo, el cual sufre mutaciones que lo
llevan a tener una gran variabilidad genética, de esta
manera se puede clasificar el BLV dentro de ocho geno-
tipos a través de las secuencias de la proteina gp51 de
varias regiones geograficas (Rola-Luszczak et al., 2013),
ademas utilizando el método PCR-RFLP se han encon-
trado siete genotipos diferentes y se ha demostrado la
influencia del genotipo sobre la expresién de antigenos
(Fechner et al., 1997) y sobre la patogenicidad del virus
(Inoue et al., 2011).

Las pruebas serolégicas AGID y ELISA son las
pruebas que actualmente recomienda la OIE para el
diagnostico de la infeccién con BLV (OIE, 2008). Sin
embargo, un obstaculo usualmente encontrado para
el uso de estos métodos es el hecho de que en los ani-
males infectados se pueden encontrar niveles bajos e
incluso nulos de anticuerpos. Por ejemplo en vacas
en periparto, animales inmunodeprimidos y terneros
hasta aproximadamente los 6 meses de edad; en otros
casos la coinfeccién con virus de la diarrea viral bovina
(BVDV) disminuye el nivel de anticuerpos contra BLV
(Rubianes et al., 2000). La reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) permite un diagndstico confiable desde
las primeras semanas de infeccién, evitando asi reac-
ciones falso-positivas causadas por la transferencia pa-
siva de inmunoglobulinas a través del calostro o falso-
negativas por bajo nivel de produccién de anticuerpos
por el animal, ademas esta técnica se caracteriza por ser
altamente sensible (Fechner et al., 1996; Rubianes et al.,
2000; Rola et al., 2002) y se convierte en un método de
diagnéstico directo para la infeccién con BLV.

Debido a que en Colombia la LBE esta incluida
dentro de las enfermedades sin control por parte del
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) es impor-
tante determinar su nivel de prevalencia en el depar-
tamento con mayor produccién de leche del pais. Las
condiciones actuales de produccién de leche requieren
el desarrollo de metodologias confiables de diagnéstico
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que puedan servir como base para la implementacién
de estrategias que permitan reducir la presencia de esta
infeccién viral en los hatos bovinos ya que hasta hoy
no se cuenta con una vacuna comercial para controlar
el progreso de la enfermedad. El objetivo del presente
trabajo fue diagnosticar leucosis bovina enzoética por
medio de la técnica PCR anidada, en una poblaciéon
de vacas Holstein pertenecientes a los principales mu-
nicipios con caracter lechero en el departamento de
Antioquia, Colombia.

MATERIAL Y METODOS

ANIMALES Y MUESTRAS

Se tom¢ una muestra de sangre de 500 vacas Hols-
tein entre primer y quinto parto con edades de 3 a
7 afios las cuales pertenecen a 17 hatos, ubicados en
3 subregiones del departamento de Antioquia: Valle
de Aburra (Bello, Medellin), Norte (Belmira, Entre-
rrios, San Pedro de los Milagros), Oriente (La Unién,
Rionegro). Las muestras fueron recolectadas durante
los meses de febrero a junio de 2013. Las condiciones
especificas de manejo, alimentacién y sanidad son va-
riables y dependen del manejo de cada hato, asi como
la topografia y ubicacién geografica. Para la toma de
muestras se obtuvo la aprobacién por parte del comité
de ética de la Universidad Nacional de Colombia (CE-
MED-007, 14 de mayo de 2012).

La toma de muestras se hizo con una aguja calibre
18G con sistema al vacio vacutainer (DBvacutainer ®)
y EDTA como anticoagulante; las muestras se homoge-
nizaron por inversion y se trasladaron al laboratorio en
condiciones de refrigeracion para realizar la extraccién
de DNA al dia siguiente del muestreo. Para obtener el
DNA de los leucocitos se realizé la técnica salting out
propuesta por Miller et al. (1988) y se resuspendi en
buffer TE 1X pH 8.0 (Tris HC1 1 M y EDTA 0,5 M), el
cual se almacend a 4°C hasta el momento del andlisis.

PREVALENCIA MOLECULAR DE BLV

La prevalencia molecular por PCR anidada se de-
termind a partir del DNA de las muestras de células
sanguineas (leucocitos) de las 500 vacas Holstein; se
amplificé una regién del gen env (gp51) viral para ob-
tener un fragmento de 444 pares de bases en las vacas
positivas, los primers utilizados fueron descritos por
Beier et al. (2001). La primera reaccién se realiz6 en
un volumen final de 25 ul con 150 ng de DNA, 3,0 ul
de 10 mM de cada primer env 5023 (5-TCTGTGCCA-
AGTCTCCCAGATA-3") y env 5608 (5-AACAACA-
ACCTCTGGGGAGGGT-3"), 0,4 mM de dNTPs, 1X
de tampoén PCR (ThermoScientific®), 3 mM MgClI2 y
1U de Taq DNA Polimerasa. En la segunda reaccién
de PCR se utilizé6 como DNA molde 5ul del producto
de PCR de la primera amplificacion, con las mismas
concentraciones de los otros reactivos y los primers
env 5099 (5-CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT-3") y
env 5521 (5"-GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG-3),
en un volumen final de 30ul. Las reacciones para las
dos PCR fueron idénticas y se realizaron en un termo-
ciclador T3 (Biometra®) con el siguiente protocolo:
Desnaturalizacion inicial fue a 94°C durante 5 minutos,
seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por
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Figura 1. Producto de la PCR de BLV amplificado
Carril 1= Marcador de peso molecular 100 pb. Carril
2= Control positivo. Carril 3= Control negativo. Car-
ril 4 y 5= Animales positivos a la presencia del BLV.
Carril 6= Animal negativo a la presencia de BLV (Prod-
uct PCR amplified BLV. Lane 1= Molecular weight marker 100 bp.
Lane 2= Positive control. Lane 3= Negative control. Lane 4 and 5=
Positive for the presence of the BLV animals. Lane 6= Negative ani-
mal the presence of BLV).

30 segundos y 72°C por 1 minuto, para terminar con
una extension final a 72°C por 5 minutos. Como control
negativo se hicieron reacciones en ausencia de DNAy
como control positivo se usé inicialmente el DNA de
una vaca positiva para leucosis por la técnica de ELI-
SA, después de esto se utiliz6 el DNA de una de las
vacas que resulto positiva para la prueba. El producto
de la segunda reaccion se verificé en un gel de agarosa
al 2% en un documentador de geles (Biorad ®).

SECUENCIACION Y ANALISIS DE IDENTIDAD

Se envi6é uno de los productos de PCR positivos
para la gp51 de BLV a la Empresa Macrogenelnc® en
Estados Unidos para su secuenciacioén. El producto
de PCR (444 pb) se envi6 sin purificar en un vial de
1,5 ml el cual contenia 100 ng/ul en un volumen de
30 ul. La secuencia obtenida se edit6 manualmente en
el programa MEGA® V6 para Windows y se realiz6
un analisis preliminar de la identidad del BLV con el
programa BLAST®.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé una tabla de frecuencia para establecer
la prevalencia del virus de la leucosis bovina. Se com-

SR Norte* 282
M. Belmra 41

M. Enterrios 123
M. San Pedro 118

SR Valle de Aburra* 155 (48)
M. Bello 98 (16)
M. Medellin 56 @31)

31%
16%
55%

pararon los porcentajes para establecer las diferencias
entre las regiones, municipios y hatos utilizando tablas
de contingencia. Se aplicé la prueba de independencia
chi-cuadrado (X?) para determinar la relacion entre la
infeccién por leucosis y el origen de la muestra tanto
para el municipio como para la subregion. La signi-
ficancia de los datos se acepté como p<0,05. Todo el
andlisis se realiz6 en el programa SAS® version 9.2
para Windows (SAS Institute Inc., Cary NC, USA).

RESULTADOS

PREVALENCIA MOLECULAR DEL BLV EN vACAS HOLSTEIN DE
ANTIOQUIA

Luego de la estandarizacion de la técnica molecular
de diagnoéstico de BLV se obtuvo un producto de PCR
de 444 pb (figura 1), demostrando la presencia del
provirus de leucosis bovina en los hatos lecheros del
departamento de Antioquia. La PCR identific6 un total
de 219 vacas positivas a BLV de las 500 muestreadas,
equivalente al 44% de infeccién en el departamento
de Antioquia.

Al hacer el anélisis por municipio de procedencia
de las vacas muestreadas la prevalencia molecular de
BLV vari6 entre 16 y 88%, encontrandose la mayor
prevalencia molecular en el municipio de Rionegro
(88 %) y la menor prevalencia molecular se registrd
en Bello (16%). Por otro lado al analizar prevalencia
de la infeccién por BLV por subregiones de Antioquia
se encontré la mayor prevalencia en Oriente (70 %),
seguido de la subregién Norte (45 %) y por ultimo la
menor prevalencia fue para la region del Valle de Abu-
rra (31 %) (figura 2).

La prueba Chi-cuadrado (X?) para la presencia del
virus segiin municipio de procedencia fue altamente
significativa (X?=61,58 p<0,001), es decir que la presen-
cia del virus fue significativamente diferente en los mu-
nicipios evaluados, por otra parte también se encontrd

27y 45%

19)  46%
6l 50%
@n 4%

SR Oriente* 63 44)
M. La Union 32 (17)
M. Rionegro 32 (28)

70%
53%
88%

Prevalencia Molecular total: 44%

Figura 2. Prevalencia molecular de la LBE por municipios (M) y subregiones (SR) de Antioquia. Se indica el
numero de vacas positivas dentro de paréntesis, del total de animales muestreados. Significancia estadistica
para la diferencia entre los datos por subregion *p<0,05 (Prevalence of molecular EBL by municipalities (M) and subregions
(SR) of Antioquia. Total of animals sampled and number of positive cows (in parenthesis). *Statistical significance for the difference between

the data by subregion p<0.05).

Archivos de zootecnia vol. 64, niim. 248, p. 385.
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Score

706 bits(367)
BLV 466 1
FJ808575.1 308
BLV 466 61
FJ808575.1 368
BLV 466 119
FJ808575.1 428
BLV 466 179
FJ868575.1 488
BLV 466 239
F1808575.1 548
BLV 466 299

FJ8@8575.1 608

Expect Identities Gaps Strand
0.0 376/378(99%) 2/378(0%) Plus/Plus
nnhiinmnrntiimnnasininns
TCACATATGATTGCGAGCCCCGATGCCCTTATGTGGGGGCAGATCGCTTCGACTGCCCCC 367
ACTGGG TGCCTCCCAGGCCGATCGAGGATCCTTTTATGTCAATCATCAGATTTTAT 118
||||I|| [LEEELELEEECEEEE LR LT e L Ly
ACTGGG TGCCTCCCAGGCCGATCGAGGATCCTTTTATGTCAATCATCAGATTTTAT 427
TCAAACAATGTCATGGAATTTTCACTCTAACCTGGGAGATATGGGGATATG 178
||||I||I||I||I||||||I||I||I||I||||||I||I||I||I||||||I||I||I|
CTCAAACAATGTCATGGAATTTTCACTCTAACCTGGGAGATATGGGGATATG 487
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAGATCCCTGATCCCCCTCAACCCGACTTTCCCC 238
COCCECECELEEECEE L EE LT e C L L e eyl
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAGATCCCTGATCCCCCTCAACCCGACTTTCCCC 547
AGTTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTTTAAATCAAACAG 298
||||I||I||I||I||||||I||I||I||I||||||I||I||I||I||||||I||I||I|
TGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTTTAAATCAAACAG 607
nntinnnimian .
CACGGGCCTTCCCAGACTGTGCTATATGTTGGGAACCTTCCCCTCCCTGGGCTCCCGAAA 667

BLV 466 359 TATTAGTATATAACAAAA

FJ808575.1 668 TATTAGTATATAACAAAA 685

Figura 3. Alineamiento en BLAST® ;ara un fragmento del BLV. Muestra positiva por PCR (BLV 466) de 376

pares de bases y la secuencia FJ8085
(BLV 466) of 376 bp and the sequence GenBank FJ808575.1).

asociacion altamente significativa entre la presencia
de la enfermedad y la subregién de procedencia (X*=
29,48 p<0,001).

DETECCION DEL PROVIRUS DE BLV

Para confirmar que la banda de 444 pb obtenida
luego de la PCR anidada pertenecia la region env viral
del BLV, una de las muestras positiva fue enviada a
Macrogenelnc® para su secuenciacion. A través del
programa MEGA® V6 se estableci6 manualmente la
secuencia sentido y antisentido y se obtuvo una se-
cuencia de 376 pares de bases la cual se comparé a
través un andlisis BLAST ® con otras secuencias depo-
sitadas en el GeneBank. Se encontré un 99 % de iden-
tidad con la secuencia FJ808575.1 que se encuentra en
el GenBank (figura 3), la secuencia de comparacién se
encuentra clasificada en el genotipo 1 y fue aislada en
Argentina en el afo 2009. Solo se encontré diferencia
en dos nucleétidos (376/378).

DISCUSION

Los bovinos infectados con leucosis bovina enzo6-
tica no presentan ninguna sintomatologia especifica
hasta un estado muy avanzado de la enfermedad cuan-
do los linfosarcomas empiezan a hacerse visibles. El
diagndstico temprano es una herramienta fundamental
para ejercer control sobre la enfermedad a través de la
separacién y manejo diferencial de los animales afecta-
dos (Dus Santos et al., 2007), de hecho los 500 bovinos
de este estudio permanecian en los hatos clinicamente
sanos.

Archivos de zootecnia vol. 64, niim. 248, p. 386.

5.1 del GeneBank (Alignment in BLAST® for a fragment of BLV. PCR positive sample

La sensibilidad y especificidad de las diferentes
pruebas diagnéstico son dos factores criticos (Dus San-
tos et al., 2007), la técnica molecular PCR es una meto-
dologia que confiere resultados altamente confiables
sobre la presencia del genoma del BLV en los bovinos.
Aunque no es la prueba recomendada por la Organiza-
cién Internacional de Epizootias (OIE, 2008), se ha de-
mostrado que la amplificacién y deteccién de secuen-
cias DNA o RNA de BLV mediante la PCR constituyen
una metodologia sensible de diagnéstico directo para
la infeccion con BLV (Fechner et al., 1996, Rubianes
et al., 2000; Rola et al., 2002). En contraste las pruebas
serologicas AGID y ELISA aprobadas por la OIE (OIE,
2008) pueden verse afectadas por condiciones fisiol6-
gicas del animal que afecten el titulo de anticuerpos
en sangre por ejemplo en vacas en periparto, animales
inmunodeprimidos y terneros hasta aproximadamente
los 6 meses de edad, o la coinfeccién con virus de la
diarrea viral bovina (BVDV) que también disminuye el
nivel de anticuerpos contra BLV (Rubianes et al., 2000).
La PCR para el virus de la leucosis bovina se basa en
secuencias cebadoras del gen env, que codifica la pro-
teina de superficie gp51. Este gen esta muy conserva-
do, y tanto el gen como el antigeno estan generalmente
presentes en todos los animales infectados a lo largo de
las fases de infeccion (Baruta et al., 2011).

Como antecedente a esta investigacion se realiz6 un
estudio comparativo entre las técnicas de diagnéstico
ELISA y PCR anidada, la poblacién de estudio para
este trabajo fueron 26 vacas Holstein pertenecientes al
hato Paysandu propiedad de la Universidad Nacional
de Colombia. La prueba ELISA se realiz6 a través del
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Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) y la PCR se
realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Animal de
la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.
Se encontré un menor nimero de muestras positivas
(11/26) detectadas por PCR en relacion a la ELISA
(21/26). La sensibilidad de la PCR fue de 52 % respecto
a la ELISA, sin embargo la especificidad fue de 100 %
(kappa 0,30), por lo que la PCR es capaz de detectar los
verdaderamente negativos. A partir de esta informa-
cién se determind usar como método de diagndstico
para la siguiente fase de la investigaciéon de LBE la
técnica molecular PCR.

La LBE tiene una amplia distribucién mundial se
considera que en América la enfermedad se encuentra
en forma enzodtica con seroprevalencias de 35.9 % en
Chile, 18,4 % en Costa Rica, 77 % en Uruguay y 70 %
en Brasil (Galdino de Lima, 1999), algunos paises de la
Unién Europea son libres a la LBE y otros se encuen-
tran en proceso de erradicacion (Gillet et al., 2007). En
Colombia se muestrearon 14 hatos de lecheria especia-
lizada (985 vacas) durante el 2004 y la seroprevalencia
fue del 44 % con variaciones dentro de fincas del 21 %
al 85% (FEDEGAN, 2014), durante el 2005 y 2009 se
procesaron muestras de suero para determinar la se-
roprevalencia de LBE en algunos departamentos de
Colombia; el departamento de Antioquia obtuvo una
seropositividad del 28 % y el departamento de Cérdoba
registré la mayor seroprevalencia de todos los depar-
tamentos evaluados (59 %), en tanto el resultado para
Colombia fue del 25% de positividad (Alarcén, 2013).
El porcentaje de seroprevalencia para LBE en 1982 en
Antioquia fue del 24,9 % (Griffiths et al., 1982), para el
2009 la seroprevalencia fue del 28 %; es decir que la
prueba ELISA detecté un cambio del 3,1 % en 27 afios.
El presente estudio encontrd una prevalencia molecu-
lar del 44 % para los hatos lecheros del departamento,
es decir un aumento del 16 % de positividad en 5 afios,
lo cual puede estar relacionado con dos factores: el
primero de ellos es la diseminacién de la infeccién
y/o la enfermedad ligado a malas practicas sanitarias
durante la produccién como vacunacién, descorne
(Darlington et al., 1985) castracion o palpaciéon rectal
(Divers et al., 1995), ademés de la trasmision vertical
por calostro (Nagy et al., 2007) y por vectores como Ta-
banus spp (Manet et al., 1989). El segundo factor esta re-
lacionado con la diferencia entre las dos metodologias
de diagnostico, para el caso de la ELISA los factores
fisiologicos del animal pueden influir sobre el nivel de
anticuerpos y presentar falsos negativos, mientras que
la PCR anidada es una prueba de diagnéstico directo
ya que detecta el provirus integrado en los linfocitos B.
El municipio de San Pedro de los Milagros es uno de
los principales productores de leche en el departamen-
to de Antioquia, para 1989 se encontr6 una prevalencia
del 12,07 % de BLV aplicando la técnica AGID (Aguilar
et al., 1989), mientras que este estudio registrd una pre-
valencia molecular del 40 % para este municipio, lo que
representa una aumento significativo de la infeccién
por BLV en uno de los municipios con mayor produc-
cién de Leche de Antioquia.

La prevalencia molecular de LBE para la raza Hols-
tein, en un estudio realizado por Herndndez en el Valle
del Cauca fue del 83,3 % (Hernandez, 2010), asimismo

en 2012 se encontrd un resultado similar con el 77,8 %
de positividad para vacas Holstein en produccién en
el Valle del Cauca (Cadavid, 2012). La subregion y el
municipio estan altamente relacionados con la presen-
cia del virus, otros estudios también han establecido la
dependencia entre el lugar de origen y la presencia de
la enfermedad (Hernandez et al., 2011). Para Antioquia
el presente estudio determiné una prevalencia molecu-
lar del 44 %, menor a la registrada en el Valle del Cauca
utilizando el mismo método diagnéstico, lo cual puede
estar relacionado tanto con el lugar de origen como con
las diferencias en los sistemas de produccién, ya que
el departamento de Antioquia cuenta con una lecheria
mas especializada en cuanto a estructura y manejo de
los animales. La seroprevalencia para el departamento
de Antioquia durante el 2004 fue del 44 % en ganado
lechero Holstein con variaciones dentro de fincas del
21% al 85% (FEDEGAN, 2014), mientras que las varia-
ciones entre municipios con el método de diagndstico
por PCR estuvieron entre el 16 % y 88 % y la prevalen-
cia molecular fue igual (44 %).

Este estudio da un primer acercamiento al genotipo
del BLV que circula en Colombia en ganado Holstein,
de acuerdo con la informacién arrojada por el analisis
de identidad en el programa BLAST® se identific6
que la secuencia encontrada en una de las vacas eva-
luadas tiene una homologia del 99 % con la secuencia
FJ808575.1 de Argentina y que corresponde al genotipo
1 segtn Rola-Luszczak et al. (2013), lo cual indica que
este es uno de los genotipos que circulan en Antioquia,
el departamento de mayor producciéon de leche en
Colombia. En América este virus se encuentra amplia-
mente distribuido, en Estados Unidos se encuentran
los genotipos 1y 2, en Costa Rica el 1y 5 (Zhao et al.,
2007), en Brasil el 1, 2 y 6 (Camargos et al., 2002) y en
Chile el 7 (Felmer et al., 2005). Los genotipos 1,2 y 3
son los més predominantes de acuerdo a un estudio
publicado por Inoue et al. (2011) en diferentes razas
bovinas en Japén. Este estudio identificé que el 12.7 %
de los animales presentaron el genotipo 1, el 75% el
genotipo 2 y el 8,3 % el genotipo 3. Para la raza Holstein
la prevalencia molecular del virus fue del 95.3% y el
genotipo mas frecuente fue el 2 con el 76,7 % seguido
del 1 con el 14,1 % (Inoue et al., 2011).

CONCLUSIONES

Se ha demostrado la presencia del BLV en la leche-
ria de Antioquia a través de la prueba molecular PCR.
La prevalencia molecular del BLV en los diferentes
municipios de Antioquia es variable y posiblemente
depende de varios aspectos ligados al sistema de pro-
duccién como las practicas de manejo. Se obtuvo en
general una prevalencia molecular del 44 % y se iden-
tific6 que una de las muestras secuenciadas pertenece a
el genotipo 1, ademads el lugar de origen de la muestras
estd altamente relacionada con la presencia del agente
infeccioso. La LBE no presenta sintomatologia espe-
cifica y no es de reporte obligatorio, esto en conjunto
con los resultados obtenidos en este trabajo demuestra
la necesidad de continuar con las investigaciones que
contribuyan al mejoramiento de la produccién lechera
en Antioquia. S6lo metodologias de diagndstico apro-
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piadas podran generar la suficiente informacién para
desarrollar planes de control sobre este virus.
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