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Resumen y Abstract IX

Resumen

Virus de la leucosis bovina en las lecherias de Antioquia: prevalencia molecular,

genotipos circulantes y factores asociados a su circulacion

El virus de la leucosis bovina (BLV) es un retrovirus que afecta los sistemas de produccion
de lecheria especializada en todo el mundo, relacionado con menor produccién de leche
y reduccion en la vida de los animales infectados. Se han identificado once genotipos del
virus circulando y actualmente no existe tratamiento ni vacuna para la enfermedad por lo
gue las estrategias de control son esenciales. En Colombia la lecheria contribuye a la
economia y sustento alimentario del pais, Antioquia es departamento mayor productor.
Para establecer el estado actual del BLV en los sistemas productivos de Antioquia se
seleccionaron 575 bovinos pertenecientes a 53 hatos de las regiones Norte, Oriente y Valle
de Aburra, de diferentes razas y edades. Se hizo la caracterizacion de los sistemas
productivos, se estudio la prevalencia molecular mediante una PCR anidada del gen env
de BLV, resultando un 17,04% en animales y 75,5% en hatos y por un estudio filogenético
del gen tax estableciendo la presencia Unicamente del genotipo 1. Ademas, se
determinaron factores de riesgo y de proteccion asociados a la infeccién, encontrando que
practicas como el ordefio mecanico y la inseminacién artificial (con semen sin conocer
estatus microbiolégico) suponen un riesgo de infeccién con BLV y como factores de
proteccion se encontraron de desinfectantes alcoholes y agentes alquilantes y la
implementacion de sistemas de pediluvio. Los resultados encontrados en este estudio
muestran la necesidad de plantear un programa de prevencion y educacién para controlar

la infeccion por BLV y minimizar las pérdidas econdmicas que supone la infeccion.

Palabras clave: Genotipo, Infeccién, Leucosis Bovina Enzodética, Prevalencia, Factor de

riesgo, Provirus, Reaccién en cadena de la polimerasa, Retrovirus
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genotipos circulantes y factores asociados a su circulacion

Abstract

Bovine leukemia virus in Antioquia dairies: molecular prevalence, circulating

genotypes and factors associated with its circulation.

Bovine Leukosis Virus (BLV) is a retrovirus that affects specialized dairy production
systems worldwide, leading to reduced milk production and shortened lifespan in infected
animals. Eleven circulating genotypes of the virus have been identified, and currently, there
iS no treatment or vaccine available for the disease, making control strategies essential. In
Colombia, dairy farming contributes to the country's economy and food supply, with
Antioquia being a major producing department. To evaluate the current status of BLV in
the productive systems of Antioquia, 575 bovines from 53 herds in the Northern, Eastern,
and Aburra Valley regions, representing different breeds and ages, were selected. The
characterization of the production systems was conducted, and molecular prevalence was
studied through nested PCR targeting the env gene of BLV. The results showed a 17,04%
prevalence rate in animals and 75,5% prevalence rate in herds. Phylogenetic analysis of
the tax gene confirmed the presence of only genotype 1. Additionally, risk and protective
factors associated with BLV infection were determined. Practices such as mechanical
milking and artificial insemination (using semen without knowledge of its microbiological
status) were identified as risk factors for BLV infection. On the other hand, the use of
alcohol-based disinfectants, alkylating agents, and the implementation of footbath systems
were found to be protective factors. The findings of this study highlight the need to establish
a prevention and education program to control BLV infection and minimize the economic
losses associated with the disease.

Keywords: Genotype, Infection, Enzootic Bovine Leukemia, Prevalence, Risk Factor,

Provirus, Polymerase Chain Reaction, Retrovirus
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Introduccioén

Una de las enfermedades que afecta la industria ganadera a nivel mundial es la leucosis
bovina enzodética (LBE), producida por el virus de la leucosis bovina (BLV) que pertenece
a la familia Retroviridae (Wu et al.,, 2003). La LBE genera pérdidas econdémicas
considerables para el sector ganadero, siendo los mas representativos los costos por
tratamientos secundarios, repeticion de dosis vacunales y pérdidas indirectas por fallas
reproductivas asociadas a infecciones secundarias como metritis (Rhodes et al., 2003;
Zyrianova & Kovalchuk, 2020). Los pardmetros reproductivos se ven afectados al igual que
los productivos donde la produccidn de leche se puede reducir hasta un 7% en los animales

infectados con respecto al hato (Emanuelson et al., 1992; Usuga-Monroy et al., 2018).

Las principales células diana del BLV son los linfocitos B, afectando con esto el sistema
inmune de los bovinos y produciendo diferentes complicaciones dependiendo del estadio
de la enfermedad, normalmente las infecciones son subclinicas y solamente el 30-70% del
ganado infectado desarrolla una linfocitosis persistente, y entre el 0,1 y 10% desarrolla
tumores (Benavides et al., 2013). El genoma del BLV esta constituido por dos moléculas
de ARN de cadena sencilla y sentido positivo; todos los animales infectados son portadores
del virus de por vida debido a que a partir del ARN viral se codifica un ADN bicatenario, el
cual se inserta aleatoriamente en el genoma de los linfocitos B del bovino, pasando a una
fase en la cual se le denomina provirus. Actualmente no existe una vacuna o tratamiento
para el BLV, por lo tanto, la erradicacion y control de este se basa en el diagnostico
temprano y la separacion de los animales infectados, o en la expansion de poblaciones de

bovinos resistentes a la infeccion.

El diagnéstico de la infeccion con BLV se ha basado histéricamente en patologias clinicas
y en serologias para detectar perfiles sanguineos anormales y la respuesta a anticuerpos
utilizando pruebas como el ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA)

(Evermann & Jackson, 1997); sin embargo, estos métodos de deteccién tienen problemas
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de sensibilidad y solo detectan la infeccion tardia; las pruebas moleculares se han
popularizado en los dltimos tiempos siendo la PCR la principal herramienta utilizada para
el diagndstico del BLV mediante la amplificacion de una region parcial del gen de la
envoltura (Polat et al., 2017), recientemente se ha encontrado que la PCR en tiempo real
es una herramienta de gran utilidad debido a que permite conocer la carga proviral que
tiene el animal y por tanto la capacidad de contagio, permitiendo crear estrategias de

control eficientes mediante el manejo diferencial de animales (Bartlett et al., 2020).

El uso de herramientas moleculares para la deteccion del virus dio paso también a otros
estudios de este, encontrando que la tasa de mutacion en algunas regiones del genoma
es muy baja lo cual permite realizar un seguimiento evolutivo y agruparlo en los doce
genotipos del BLV que se conocen a la actualidad (Sultanov et al., 2022); se ha encontrado
una relacién entre la agrupacion y la ubicacién geogréfica, siendo los genotipos 1, 4y 6
los de mayor prevalencia a nivel mundial de los 12 genotipos descritos (Polat et al., 2017).
El seguimiento de los cambios genéticos del BLV permite a los cientificos estar atentos
ante las implicaciones que estas puedan tener en la infectividad y el desarrollo de la
enfermedad, algo importante debido al potencial zoondtico que tiene el virus y las

implicaciones econémicas sobre los sistemas de produccién bovinos.

En Sur América el BLV estd ampliamente distribuido encontrando presencia del virus en
todos los paises donde se han realizado estudios; en Colombia la ganaderia es una de las
principales actividades econémicas del sector agropecuario contribuyendo a la economia
del pais, de los productores y al mantenimiento de la seguridad alimentaria de las
diferentes regiones, siendo la lecheria parte importante de esta industria y la mas afectada
por el BLV debido a las practicas que se realizan en la misma (Marawan et al., 2021). En
el 2016 fue el Gltimo sondeo de prevalencia de BLV en los sistemas de produccién lechero
del pais, el cual tuvo como resultado una prevalencia molecular del 62% (Corredor-
Figueroa et al., 2020) significativamente mayor a la encontrada previamente 42,7% en el
2014 (Ortiz et al., 2016).

El departamento de Antioquia es una de las regiones mas importantes para la ganaderia
de leche del pais siendo la mayor productora a nivel nacional, los estudios realizados en
Colombia muestran que es una de las regiones con mayor prevalencia de BLV teniendo
porcentajes entre el 53 y 73% en los estudios realizados (Olaya-Galan et al., 2017; Ortiz

et al., 2016; Usuga—Monroy, Echeverri-Zuluaga, et al., 2018b), por lo cual es importante
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realizar un seguimiento continuo del virus en el territorio que permita identificar los focos

de infeccion y trabajar en la implementacion de estrategias de control.

Este trabajo busca describir las caracteristicas generales y las practicas de manejo de los
sistemas de lecheria especializada del departamento de Antioquia, asi como determinar la
prevalencia molecular, los genotipos circulantes y los factores de riesgo asociados a la
presencia del virus de la leucosis bovina en los hatos lecheros de Antioquia; para lo anterior
se seleccionaron las tres regiones del departamento donde prima esta actividad para la
economia campesina como son el Norte, Oriente y Valle de Aburra, donde se contactaron
los 53 hatos que decidieron participar en el estudio teniendo en cuenta el porcentaje de
participacion de cada region para la lecheria especializada del departamento.



4 Introduccién

Objetivo general

Determinar la prevalencia molecular, los genotipos circulantes y los factores de riesgo

asociados a la presencia del virus de leucosis bovina en los hatos lecheros de Antioquia.

Objetivos especificos

1. Describir las caracteristicas generales y las practicas de manejo de los sistemas de
lecheria especializada del departamento de Antioquia

2. Determinar la prevalencia molecular de BLV en la lecheria especializada
Antioquefia, por medio del marcador env.

3. Determinar los genotipos circulantes de BLV en la lecheria antioquefia por medio
de un estudio filogenético y establecer nexos de los genotipos con razas, region y
municipio.

4. Identificar factores de riesgo y de proteccién asociados a positividad de BLV en los
hatos de la lecheria Antioquefia
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1.1 Sistemas de produccion de leche en Antioquia

La ganaderia bovina es una actividad de suma importancia econémica en Colombia
representando el 1,4% del PIB nacional y generando millones de empleos directos en
el pais (FEDEGAN, 2021), donde segun el censo pecuario para el 2021 habian
27°973.390 de vacunos en el territorio nacional repartidos en 633.408 predios (ICA,
2022). Dentro de la ganaderia bovina se tienen diversas especialidades de
produccion: carne, lecheria especializada y doble propoésito y dentro de estas
especialidades existen varias fases como cria, levante y produccion (ceba en carne 'y
doble propésito, leche en doble propdésito y lecheria especializada), o sistemas de
ciclo completo que tienen las tres fases. La produccién con bovinos Colombia cuenta
con sistemas de produccién de carne (generalmente razas cebuinas como Brahman
y Gyr), de lecheria especializada (razas taurinas especializadas en produccién de
leche como la Holstein y Jersey) y de doble propésito (los cuales utilizan cruces entre

diferentes razas para produccion de carne y leche a la vez) (FEDEGAN, 2018).

La produccion de leche en Colombia esta en 7.821 millones de litros de leche anuales
(FEDEGAN, 2021), el 6% de los hatos son de lecheria especializada y aportan un
45% a la produccion nacional y el 39% son doble propdsito con un aporte del 55% de
la leche del pais, el 55% restante son sistemas de produccion de carne con bovinos
(Bravo-Parra, 2020), el mercado de la leche en Colombia es de 9 billones de pesos o
2.551 millones de ddlares, representando un 36,7% del PIB pecuario nacional y
generando 138.542 empleos directos (FEDEGAN, 2021). Antioquia alberga el 11,3%

de la poblacion bovina del pais convirtiéndose en el departamento méas destacado en
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el ambito ganadero (ICA, 2022). En este departamento, el 22,3% de los sistemas de
produccion se dedican a la lecheria especializada, siendo las principales regiones
contribuyentes a esta actividad el Oriente, el Norte y el Valle de Aburra, de acuerdo
con la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (2019).

A nivel nacional Antioquia es el departamento con mayor produccion de leche bovina,
representando el 19% de la productividad nacional; con una produccion diaria de
3.551.183 Litros y un total de 1.356 granjas productoras (Secretaria de Agricultura 'y
Desarrollo Rural, 2019). La cooperativa lechera de Antioquia (Colanta) se posiciona
como uno de los principales centros de acopio de leche cruda en el pais, en el afio
2018 Colanta registré una captacion de 2.373.819 litros por dia provenientesde6.165
proveedores en todo el departamento y generando 7.336 empleos directos, cabe
resaltar que en el pais existen alrededor de 400 empresas mas encargadas de este

mismo proceso (Bravo-Parra, 2020; Colanta, 2018).

Desde el 2012 el gobierno de Colombia desarrollé un sistema de pago de leche cruda
en el cual el valor es directamente proporcional a la calidad composicional y sanitaria
que esta tenga (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2012). Esta es, una de
las principales razones por las que los productores de leche deben controlar la
presencia de patdgenos virales, bacterianos y/o protozoarios que los perjudican al
productor econémicamente al disminuir el valor de pago de la leche y pueden tener
implicaciones sobre los parametros productivos, reproductivos y de salud en los

hatos.

La contingencia sanitaria desencadenada por la COVID-19 desde marzo del 2020 ha
tenido un impacto negativo en todos los eslabones de la cadena de producciéon de
lacteos, razén por la cual el gobierno de Colombia establecié un cambio provisional
en el sistema de pago a los productores por la leche cruda en el cual no se medira la
calidad composicional y sanitaria del producto; sin embargo, con esta medida se pone
en riesgo el mejoramiento continuo en los sistemas de produccion dando una entrada
a posibles abandonos por parte de los productores, ademas, se genera un impacto
negativo sobre los parametros de calidad de los productos lacteos (Burkat et al.,
2020). Lo anterior se suma a que en el pais todavia existen muchas limitaciones en

los sistemas de produccion de leche bovina, entre las que se encuentra una baja
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calidad higiénica debido a la poca implementacién de buenas practicas de manejo,
un deficiente desarrollo de mecanismos de seguimiento, control y deteccion de uso
de antibidticos, un alto costo de insumos y una variabilidad climética que afecta la

produccién (Bravo-Parra, 2020).

Dentro de los patdgenos para bovinos que pueden producir alto impacto en los
parametros productivos y reproductivos del hato hay varios patégenos virales, dentro
de los cuales se destaca el efecto que puede tener el BLV en los sistemas de
produccién debido a la alta prevalencia que tiene a nivel nacional y mundial, y que a
pesar de las implicaciones gue tiene la presencia del BLV este no es un patégeno de

control obligatorio en los hatos bovinos de Colombia.

1.2 Virus de la leucosis bovina

El virus de la leucosis bovina (BLV), pertenece a la familia Retroviridae subfamilia
Orthoretrovinae, género Deltaretrovirus (Schwartz et al.,1994). La particula viral de
BLV esta constituida por una envoltura lipidica que contiene las proteinas virales gp51
y gp130, que recubre una capside proteica en cuyo interior residen dos moléculas de
ARN de cadena sencilla de sentido positivo. Después de la infeccién viral a la célula
hospedera, las moléculas de ARN se retro trascriben por medio de la transcriptasa
reversa viral, en ADN bicatenario copia (ADNbc) se integra al azar en el genoma
celular, quedando el provirus perpetuamente en el organismo infectado (Kuczewski,
Orsel, et al., 2021; Polat et al., 2017).

Las principales células diana del virus son los linfocitos B CD5+, afectando con esto
el sistema inmune de los bovinos y produciendo diferentes sindromes patol6gicos
dependiendo del estadio de la infeccidn, la mayoria de las infecciones son subclinicas,
entre el 30-70% del ganado infectado desarrolla linfocitosis persistente (LP), lo que
se traduce en un aumento de linfocitos B circulando en sangre pero que no son
productores de anticuerpos; solamente entre el 1-5% de los animales infectados llega
a desarrollar tumores linfoides (linfosarcomas) en un plazo entre 5 y 8 afos pos

infeccion (Yu et al., 2019), teniendo en cuenta que en los sistemas de produccion
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colombianos los bovinos lecheros se descartan después de 5 a 6 partos en ganaderia
especializada muchos de los animales no llegan a la fase tumoral. El virus induce una
expansion clonal de los linfocitos B infectados, por lo cual la fase de LP se asocia con
una mayor carga viral en los animales, lo que predispone al desarrollo de

linfosarcomas y a una mayor tasa de transmision (Pluta et al., 2021).

El BLV infecta naturalmente a los bovinos (Bos indicus, Bos taurus) y los bufalos
(Bubalus bubalis) y de forma experimental afecta a las ovejas (Ovis aries), las cabras
(Ovis orientalis musimon) y los conejos (Oryctolagus cuniculus) (Gillet et al., 2007).
Se ha determinado ademas un potencial riesgo zoon6tico del virus, identificando la
presencia de anticuerpos y del provirus en muestras de tejido mamario humano tanto
benigno como maligno (Buehring et al., 2014) y en muestras de sangre (Buehring et
al., 2019; Khalilian et al., 2019).

1.3 Genoma del virus de la leucosis bovina

El ARN gendmico de BLV tiene de 8.714 nucleétidos, los cuales codifican cuatro
genes principales: gag, pro, pol y env que estan presentes en todos los retrovirus
(Schwartz & Lévy, 1994), dos regiones LTR que flanquean ambos extremaos de la
cadena, una region pX que codifica proteinas caracteristicas de este virus; y ademas
cuenta con una regién que codifica para micro ARN (mi-ARN) (Polat et al., 2017; Yu
et al., 2019), la distribucién del genoma viral y la estructura del virus se pueden

observar en la figura 1-1 a mayor detalle.
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Figura 1-1. Estructura y genoma del virus de la leucosis bovina adaptado de Polat et al.,

2017
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El gen gag transcribe para una poliproteina precursora que luego es cortada para dar
paso a la proteina de matriz (p15), la proteina de la capside (p24) y la proteina de la
nucleocapside (p12) (Polat et al., 2017). Los genes pro y pol se expresan en una
poliproteina que luego se divide en las proteinas individuales p14 con funcién de
proteasa y p80 que tiene funciones de RNasa H, retrotranscriptasa e integrasa. que
cumplen las funciones de transcriptasa reversa e integrasa respectivamente (Gillet et
al., 2007). El gen env codifica para las proteinas de la envoltura del virus (SU y gp51),
las cuales son esenciales en el proceso de infeccién, ya que son las encargadas del
reconocimiento y la unién a las células hospederas a través de los receptores de
superficie celular. Ademas codifica para las proteinas transmembrana (TM y gp30)
(Rola4uszczak et al., 2021; Schwartz & Lévy, 1994). La proteina gp51, ademas de
ser la encargada de la unién del virus a la célula hospedera, es antigénica, por lo cual
genera una respuesta inmune de anticuerpos que permiten identificar la presencia del
virus. Se han identificado ocho epitopes de la proteina de los cuales tres son
esenciales para la infectividad del virus (F, G y H), por tanto las mutaciones en esta

region son escasas, ya que afectan directamente la viabilidad del mismo, siendo el
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gen que codifica la proteina un marcador molecular muy utilizado para detectar la
presencia del virus (Alkan et al., 2021; Gillet et al., 2007; Portetelle et al., 1989).

La region pX codifica para dos proteinas reguladoras (Tax y Rex) y dos proteinas
accesorias (R3 y G4), las cuales juegan un papel primordial en la patogénesis del
virus al tener funciones reguladoras en la célula hospedera (Gutiérrez et al., 2020).
La proteina Tax se ha relacionado con los procesos de leucemogénesis, siendo
indicador del curso de la enfermedad, en la célula hospedera inhibe los proceso de
reparacion del ADN y activa genes relacionados con la divisién celular, que
incrementan la actividad de transcripcion del virus. A pesar de ser un elemento
importante en la replicacion del virus, 1a variacién genética de esta region del genoma
apenas esta siendo estudiada (Arainga et al., 2012; Pluta, Willems, et al., 2020). Las
proteinas R3 y G4 son prescindibles para el virus pero contribuyen a mantener una
carga viral alta. Ademas, se ha encontrado que G4 puede inducir la inmortalizacién

en algunos tipos de células (Arnaud et al., 2007).

La region que codifica para mi-RNA esta asociada con la reduccién de la expresion
génica involucrada en la diferenciacion de las células B, ademas de interferir con la
respuesta de células hospederas, los mi-ARN de BLV promueven la proliferacion y la
expansion clonal de los linfocitos infectados con BLV y contribuyen a una elevada

carga proviral y mortalidad (Andoh et al., 2021).

1.4 Transmision del virus

Existen diferentes vias de transmisién del BLV (Figura 1-2); sin embargo, la
transferencia del virus se da principalmente de manera horizontal, ya sea de manera
natural o iatrogénica, con la transferencia de células que tienen el provirus a un animal
sano, mediante fluidos como sangre, semen, calostro, leche (Hopkins et al., 1997;
Kuczewski et al., 2021). La transferencia vertical del virus en el Gtero es poco
frecuente, aunque algunos estudios han demostrado que existen casos donde se ha

dado (Hopkins et al., 1997; Ruiz et al., 2018); aunque, se ha encontrado también la
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presencia del virus en el calostro y los tanques de leche con los cuales se alimenta a

los terneros, siendo esta otra posible fuente de contagio (Ruiz et al., 2018).

Las intervenciones humanas comunes en los sistemas de produccion bovinos como
el descorné, la palpacion sin cambio de guantes y la aplicacion de medicamentos sin
cambio de agujas entre animales son probablemente la principal causa de
diseminacion iatrogénica del virus (Gutiérrez et al., 2020). Se ha evidenciado que el
virus puede transferirse a través de vectores mecénicos, como tabanos, moscas
hematofagas y garrapatas, aunque las tasas de infeccién son muy bajas (Hopkins et
al., 1997; Ruiz et al., 2018).Sin embargo, es importante tener presente que en algunas
regiones geograficas o en ciertas condiciones climaticas (como la temporada de
transicion de invierno a verano), la tasa de contagio mediante estos vectores puede
aumentar debido al incremento de la exposicion a los mismos, tal como sefiala Inagaki
et al. (2019)

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que en bovinos se denomina la
temporada BoLA (del inglés Bovine Leucocitary Antigen), es un conjunto de genes
esenciales para el sistema inmune de los mamiferos los cuales estan involucrados en
la identificacion de patdégenos, la variacion genética en esta regién es determinante
para el desarrollo de la inmunidad en una especie. En el caso del virus de la leucosis
bovina se ha encontrado una asociacién entre mutaciones en alelos especificos del
MHC clase Il, especificamente en el gen BoLA-DRB3, y la susceptibilidad o
resistencia a la infeccion. Ademas, se ha encontrado que estas mutaciones también
estan relacionadas con la carga proviral de los animales infectados, lo cual puede
resultar en una disminucién de la carga viral y una menor probabilidad de transmisién
vertical del virus, debido a que la presencia del virus en los fluidos corporales se vera
reducida. (Borjigin et al., 2021). Los procesos de seleccidn genética que se llevan a
cabo en la industria ganadera han disminuido la variabilidad genética del MHC, es
necesario por tanto incorporar elementos genémicos como este dentro de los indices
de seleccién del ganado para mejorar la inmunocompetencia de los bovinos (Lohr et
al., 2022); ademés de contribuir con esto al control del BLV en los sistemas de

produccion (Borjigin et al., 2021).
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Figura 1-2. Formas de transmision del virus, tomado de Usuga-Monroy, 2019
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2. Contacto indirecto por agujas, material
quirtrgico, guantes palpacion.

3. Insectos Hematéfagos.

4. Trasmision transplacentaria.

5. Calostroy leche.

1.5 Distribucién y deteccidon del virus de la leucosis
bovina en Colombia

El BLV se encuentra distribuido en el ganado bovino alrededor del mundo con una
prevalencia entre el 30 y 90% (Abdala et al., 2019), sélo algunos paises se han
declarado libres de LBE cumpliendo las medidas decretadas por la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE), en las cuales se establece que el 99% de los
bovinos debe permanecer libre del virus por al menos 3 afos; entre los paises que
han cumplido la medida estan Australia, Nueva Zelanda y gran parte de la Union
Europea; sin embargo, en los paises del este de Europa y de América todavia se
encuentran altas prevalencias (Gutiérrez et al., 2020). En Colombia, los estudios
sobre la prevalencia del BLV estan desactualizados, siendo el ultimo dato de
prevalencia en el territorio nacional del 2016, con una muestra de la poblacién

reducida (Corredor-Figueroa et al., 2020).
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En el 2013, se evalud la seroprevalencia de BLV en hatos de lecheria especializada
del municipio de Pasto mediante ensayos ELISA, donde se encontr6 una
seroprevalencia del 19.8% en animales de la region (Benavides et al., 2013). En el
2014, se realiz6 un estudio con el objetivo de determinar el estado del BLV en el
ganado vacuno a nivel nacional. Para ello, se seleccionaron siete regiones ganaderas
relevantes del pais (Cundinamarca, Antioquia, Narifio, Boyac4, Villavicencio y Meta)
se tomaron muestras de los municipios con mayor produccion. La prevalencia de BLV
se determind mediante ELISA, obteniendo una seroprevalencia del 42,7% en los
animales y del 67,6% en los hatos analizados en todo el pais (Ortiz et al., 2016). Entre
2015 y 2016, se realizé un nuevo estudio de la prevalencia molecular del BLV en el
ganado vacuno de Colombia, tomando muestras de las regiones de Antioquia,
Cundinamarca, Narifio, Meta, Cesar y Boyacda identificadas como las de mayor
produccion a nivel nacional. Se llevé a cabo PCR de los fragmentos env, tax y gag
del virus, revelando una prevalencia del 62% en los animales y del 92% en los hatos
a nivel nacional (Corredor-Figueroa et al., 2020).

En el departamento de Antioquia, donde la ganaderia juega un papel fundamental en
la economia regional, se han identificado limitaciones en los estudios de prevalencia
del virus de la leucosis bovina (BLV). En 2013, se llevé a cabo un estudio que analiz6
la prevalencia molecular (mediante PCR del gen env) y seroldgica (mediante ELISA)
del BLV en 1000 bovinos de raza Holstein provenientes de hatos de lecheria
especializada en tres regiones de Antioquia: Norte, Oriente y Valle de Aburra. Los
resultados revelaron una prevalencia molecular del 47,6% y una prevalencia
seroldgica del 54,6% para esta raza en el departamento (Usuga-Monroy et al., 2018b).
En el estudio realizado por Ortiz et al. (2016) en el departamento, se enfocaron
exclusivamente en el municipio de San Pedro de los Milagros, donde se reporté una
seroprevalencia del 53,9% en los animales y del 100% en los hatos. Por su parte, los
resultados obtenidos por Corredor-Figueroa et al. (2020) mostraron que el
departamento de Antioquia present6 una de las tasas de prevalencia mas altas, con
un valor del 73% en los animales y del 100% en los hatos. Es importante destacar
gue estos resultados también corresponden Gnicamente al municipio de San Pedro

de los Milagros.
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Historicamente el diagnostico de la infeccion por BLV se ha basado en diagnéstico
por sintomatologia clinica y/o serologias como la prueba de inmunodifusion en gel de
Agar (AGID) o el ensayo ELISA para detectar la respuesta de anticuerpos (Gutiérrez
et al.,, 2020). Sin embargo, estos métodos de deteccidén tienen problemas de
sensibilidad al detectar Unicamente la infeccion tardia cuando el animal ya ha
comenzado a producir anticuerpos contra la infeccién o generando falsos negativos,
por lo cual se ha buscado implementar técnicas de diagnéstico molecular, siendo la
mas utilizada actualmente la PCR al tener un alto grado de confiabilidad en el

diagnéstico y siendo recomendada por la OIE (OIE, 2018).

La prueba ELISA detecta si existen anticuerpos contra el virus en circulacion,
comunmente se buscan anticuerpos contra la proteina de la capside p24 y la de
envoltura gp51, debido a que son las primeras en expresarse después de la infeccién
provocando una alta produccién de anticuerpos (Polat et al., 2017). Sin embargo, la
produccién de estas proteinas ocurre hasta tres semanas después de la infeccién,
por lo tanto, puede generar falsos negativos. Ademas, en terneros menores de tres
meses los anticuerpos presentes pueden ser maternos y pueden venir del calostro
ingerido, por lo cual, en estos casos no es un método de diagnéstico confiable
(Gutiérrez et al., 2020; Usuga-Monroy et al., 2021). Recientemente se ha encontrado
que hay variaciones genéticas del virus en la regién que codifica la proteina de
membrana gp51, que cambia la conformacion del epitope y determina la avidez de la
reaccion antigeno/anticuerpo disminuyendo la inmunorreactividad de los epitopes
conformacionales y haciendo que no haya una deteccién mediante la prueba de
ELISA (Rola-tuszczak et al., 2021).

Otra prueba diagndstica que se ha venido implementando es la amplificacion de
secuencias del genoma proviral por PCR, esta técnica da una mayor confiabilidad
detectando el provirus en los organismos infectados, permitiendo detectar la infeccion
en etapas iniciales. Para este diagnostico se han utilizado diferentes tipos de PCR y
de regiones del genoma viral como env, gag, tax e incluso las regiones LTR (Polat et
al., 2017); aunque la més utilizada es una PCR anidada de un fragmento del gen env
debido al alto grado de conservacion que tiene esta regién del genoma viral (Corredor-

Figueroa et al., 2020; Fechner et al., 1996). Sin embargo, este ensayo también tiene
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limitantes y puede dar falsos negativos si la carga proviral es baja (Gutiérrez et al.,
2020).

1.6 Filogenia del virus de la leucosis bovina

La implementacion de técnicas moleculares para la deteccion de la LBE ha permitido
el avance en los estudios gendmicos del virus. En 1984 se logré la secuenciacion del
genoma completo del BLV, evidenciando la cercania entre este y el virus linfotrépico
de células T humanas (HTLV) (Sagata et al., 1985). El uso de estas nuevas
tecnologias ha facilitado el analisis filogenético del BLV, tanto a nivel interclase como
entre secuencias de diferentes regiones geograficas. , Se ha observado que la tasa
de mutacion del genoma de este virus es muy baja, principalmente caracterizada por
sustituciones nucleotidicas, las cuales son de gran importancia para comprender la

funcién biologica (Polat et al., 2016).

La envoltura del virus es una parte esencial en el proceso de infeccion, las mutaciones
de los genes que codifican las proteinas de envoltura son limitadas, siendo la parte
gue codifica la proteina gp51 en el gen env la de menor variabilidad con algunas
mutaciones puntuales (Coulston et al., 1990; Portetelle et al., 1989). Realizando
estudios comparativos entre muestras de BLV aisladas de diferentes regiones
geograficas se encontrd que la divergencia en esta secuencia es entre el 0,7 al 6%
(Coulston et al., 1990; Gillet et al., 2007). Esta caracteristica permitié la agrupacién
del virus en cllsters con caracteristicas genéticas similares, lo que se conoce también
como genotipos. Actualmente se reportan once genotipos del BLV distribuidos en
diferentes partes del mundo (LE et al.,, 2020; Polat et al., 2017), los cuales se
determinaron mediante el andlisis de la secuencia parcial del gen env. Sin embargo,
muchos estudios han demostrado que se pueden utilizar otras regiones del genoma
para determinar la filogenética del BLV como el gen tax donde también se han
encontrado polimorfismos puntuales (Fechner et al., 1996; Polat et al., 2016); la
distribucion geografica de los genotipos es una caracteristica relevante que permite
estudiar la evolucién del virus, se ha encontrado que los genotipos 1, 3 y 4 estan en

todos los continentes, los genotipos 2, 5, 6 y 9 se encuentran principalmente en paises
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de América del Sur, los genotipos 7 y 8 en Rusia y paises de Europa del Este y el
genotipo 10 en Tailandia, Chinay Myanmar (Alkan et al., 2021; Lee et al., 2016) como
se puede ver en la figura 1-4.

El estudio del genoma del virus con la acumulacién de secuencias completas de las
distintas cepas, asignadas a diferentes genotipos en todo el mundo, pueden definir la
patogénesis dependiente de genotipo y la asociacion entre la variabilidad genética en
cada subtipo y su infectividad, previendo las diferencias en sus funciones en el futuro
(Polat et al., 2017). Por ejemplo, se ha visto que las mutaciones encontradas en los
diferentes genotipos hacen que el virus difiera en sus propiedades biol6gicas
produciendo diferencias en la sintomatologia clinica, como un incremento en el
namero de leucocitos asi como el estado serolégico de los animales infectados
(Blazhko et al., 2020; Rola-uszczak et al., 2021).

Los estudios realizados en Colombia para determinar los genotipos circulantes de
BLV son pocos. Hasta ahora, se han identificado la presencia de cuatro genotipos (1,
2, 3y 6) del BLV circulando en el territorio colombiano (Figura 1-4). En el 2015, se
determinaron los genotipos de BLV presentes en una poblacién de bovinos Holstein
de hatos lecheros de Antioquia utilizando el gen env, determinando la presencia del
genotipo 1 en todos los municipios evaluados y el genotipo 3 en una de las muestras

procedente del municipio de Belmira (Usuga Monroy et al., 2018c).

En el 2016, en un estudio filogenético del virus realizado en seis regiones del pais,
usando los genes env, gag y tax del BLV, se encontrd la presencia del genotipo 1 en
todos los departamentos y del genotipo 6 en los departamentos de Boyaca y Cesar
(Corredor-Figueroa et al., 2020). En el 2017, se revelo en un estudio la presencia del
genotipo 1y 2 en el departamento de Narifio en una muestra de 18 bovinos realizada

en esta region haciendo uso del gen env (Benavides et al., 2016).



Capitulo 1. Marco tedrico 17

Figura 1-3. Arbol filogenético sin raiz basado en la secuencia parcial del gen env (444pb) de
229 secuencias de BLV en el mundo. Los genotipos aparecen indicados con la letra G y al
lado aparecen los paises donde se ha reportado la presencia de estos y en paréntesis se

presenta en cuantos estudios. El nimero sobre las ramas indica la probabilidad posterior de

cada uno. Adaptado de Lee et al., 2016.
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1.7 Implicaciones de la infeccion por BLV en la
ganaderia lechera

Se ha determinado que la infeccion con el BLV genera importantes pérdidas
econdmicas en los sistemas de produccién bovinos. Se ha estimado que las pérdidas
anuales estan alrededor de los $258 USD en los sistemas de produccion lecheros con

presencia del virus (Bartlett et al., 2014), siendo los gastos mas representativos los
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sobrecostos por tratamientos secundarios, repeticién de dosis vacunales (Sandev et
al., 2006) y pérdidas directas como la muerte o descarte prematuro de los animales
infectados, restricciones en el comercio internacional de bovinos y material genético
(Gutiérrez et al., 2020).

Las perdidas indirectas se dan por los efectos del virus en el organismo, encontrando
gue los parametros reproductivos también se ven afectados, de modo que las vacas
infectadas tienen mayor intervalo entre partos (IEP) y servicios por concepcion (SC)
(Bartlett et al., 2020), infecciones secundarias frecuentes como metritis, rinotraqueitis
infecciosa bovina (IBR), diarrea viral bovina (DVB) y Neospora canis que derivan en
problemas reproductivos (Chaparro et al., 2016; Emanuelson et al., 1992; Otta et al.,
2003). Lo anterior debido al efecto que tiene el virus sobre el sistema inmune, donde
se ha encontrado que la respuesta inmune especifica a un antigeno puede disminuir

en los animales positivos (Frie et al., 2017).

Los parametros productivos también se ven afectados, se ha encontrado que la
produccion de leche se puede reducir hasta un 7% en vacas positivas a BLV, con
respecto a vacas negativas del hato (Usuga-Monroy et al., 2018a) y ocasionar
pérdidas considerables. Asi mismo, la calidad composicional de la leche también
disminuye, ya que las vacas infectadas producen menor cantidad de proteina
(Szewczuk et al., 2012) y son mas susceptibles a contraer mastitis (Emanuelson et
al., 1992). El Puntaje de Células Somaticas (SCS) aumenta en las vacas infectadas
debido a que la infeccién por BLV aumenta la susceptibilidad a otros patégenos como
bacterias del género Streptococcus, las cuales se han encontrado con mayor
frecuencia en vacas positivas al BLV, respecto a las vacas libres de la infeccion
(Bojarojé-Nosowicz et al., 2006), variando segun el nimero de parto y el tercio de la
lactancia (temprana-media o tardia) a nivel de hato (Sargeant et al., 1997). A pesar
de las repercusiones que tiene esta infeccion para la economia de los productores de
leche de bovinos, los estudios realizados sobre el estado de este agente patogénico
en las lecherias de Colombia y de los diferentes departamentos son muy pocos y

siendo mas escasos aun aquellos que analizan los genotipos circulantes del virus.
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1.8 Factores de riesgo y de proteccion asociados al
virus de laleucosis bovina

Se han postulado diferentes estrategias para eliminar este agente patégeno de los
sistemas de produccién lecheros, todas basadas en la identificacion previa de los
animales positivos. Las mas utilizadas son: el sacrificio de los animales infectados, la
separacion de los animales infectados del resto y la implementacién de buenas
practicas de manejo para evitar la transmision del virus. Estas técnicas han sido
implementadas tanto de manera independiente como en combinacion (Kuczewski, et
al., 2021). La opcién mas viable para los paises latinoamericanos, en relacion costo-
beneficio es la implementacion de estrategias que minimicen la transmision del virus
mediante la deteccion de factores de riesgo y proteccion para la circulacion de BLV
en los sistemas de produccién bovinos, las cuales permitan evidenciar las practicas
gue aumentan el riesgo de propagar la infeccion en el hato, buscando evitarlas para
mantener controlada la infeccion (Gutiérrez et al., 2020; Ortiz et al., 2016).

Lo anterior debe de ir de la mano con la ejecucion de medidas de divulgacion que
permitan a los productores conocer los resultados obtenidos y mantenerse
informados sobre los riesgos e impactos de la LBE. Se ha demostrado que estas
estrategias tienen un impacto positivo en los hatos disminuyendo la prevalencia del
virus; sin embargo, es un plan a largo plazo donde no se alcanzan metas de
erradicacion y se debe estar diagnosticando constantemente (Kuczewski, et al.,
2021). Los factores de riesgo comunmente encontrados en los sistemas de
produccion se dan en las practicas veterinarias, donde se utilizan agujas o
implementos quirdrgicos compartidos entre animales, encontrando también un mayor

riesgo en sistemas con libre pastoreo (Kuczewski, et al., 2021; Selim et al., 2021).

En Colombia, se realizé un estudio en el 2016 en el cual se asocio la prevalencia a
BLV en los hatos con factores de riesgo y de proteccioén a la infeccién, encontrando
factores estadisticamente significativos asociados con proteccién a la infeccion por
BLV, como el ordefio manual y el cambio de implementos médicos por animal en los
diferentes tratamientos y como principal factor de riesgo la presencia de

hemoparésitos (Ortiz et al., 2016). Sin embargo, debido a que la industria lechera esta
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en cambio constantemente adquiriendo nuevos conocimientos y herramientas para
Su progreso, es necesario reevaluar estos parametros e implementar nuevas medidas

gue se adapten a las circunstancias actuales (Bartlett et al., 2014).
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2.Capitulo 2: Caracterizacion de practicas de
manejo en sistemas de produccion de
lecheria especializada en Antioquia

Resumen:

El departamento de Antioquia es el mayor productor de leche bovina de Colombia, con
sistemas de produccién de lecheria especializada de trépico alto ubicados principalmente
en Norte, Oriente y Valle de Aburra. La caracterizacion general del manejo actual de las
lecherias especializadas ayudara a generar estrategias que favorezcan el desarrollo de la
industria. El objetivo de este trabajo fue describir las caracteristicas generales y las
practicas de manejo de los sistemas de lecheria especializada del departamento de
Antioquia, para lo cual se aplic6 una encuesta con 51 preguntas binarias en 53 hatos
distribuidos en 16 municipios, de las tres zonas de mayor relevancia para la lecheria
especializada del departamento de Antioquia, la encuestas incluian caracteristicas
generales de los hatos como area, nUmero de animales y razas, ademas de cinco ejes
principales: 1. conocimiento de enfermedades; 2. material usado en practicas veterinarias;
3. otras especies animales dentro del hato; 4. personal del hato y certificacion del predio y
5. manejo nutricional y sanitario. Los resultados se analizaron por estadistica descriptiva
(media, desviacion estandar). El nUmero promedio de bovinos en los hatos de lecheria
especializada de Antioquia es 79 £ 60, con areas de 26,8 Ha (+ 21,7), la raza Holstein fue
la predominante y el tiempo de rotacién de potreros de 31 dias (+ 7). En el aspecto sanitario
resalta que el 31,2% de los hatos hacen uso del mismo guante de palpacién con diferentes
animales y el 1,6% de los hatos no desinfectan el material quirdrgico después de usado,
ademas que el 98% tienen perros y el 47% gatos, y estos tienen acceso a todas las areas
del hato. De otra parte, el 46,6% de las personas encuestadas desconoce enfermedades
de impacto productivo y reproductivo como la leucosis bovina enzodtica. El tiempo de

experiencia del personal que maneja los bovinos en los hatos es entre 3 y 14 afos y el
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18% reporté tener contacto con bovinos de otros hatos. El pasto predominante es Kikuyo,
el 100% reporta suplementacién con alimento balanceado y el 47% ademas utiliza silo. En
conclusion, la caracterizacién de los sistemas de produccién de lecheria especializada
permitié identificar factores que pueden afectar la productividad de los hatos, con esta

informacidn se pueden crear estrategias para mejorar el manejo de los hatos.

2.1 Introduccion:

Los sistemas de produccién de lecheria especializada bovina representan el 2% de la
produccion total de ganado bovino en Colombia (FEDEGAN, 2021). Este sector
desempefia un papel crucial en la economia agropecuaria del pais, contribuyendo con el
12% del PIB agropecuario y generando el 20% de los empleos en el sector, como sefala
el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, (2020a). La mayor parte de la industria se
encuentra ubicada en las zonas frias del tropico alto del pais, en estos sistemas las vacas
son separadas de su cria pocos dias después de parir y dentro de su dieta se incluyen
suplementos alimenticios para aumentar la produccién de leche, las principales razas
utilizadas son la Holstein y la Jersey, asi como cruces con otras razas de la especie Bos
Taurus, los cuales pueden expresar mayores rendimientos bajo las condiciones que brinda
el pais (Alvarez H. et al., 2021).

La produccién de leche cruda en Colombia para el 2021 fue de 7.821 millones de litros
siendo acopiados por intermediarios autorizados solo 3.000 millones de litros (Ministerio
de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020b), lo cual muestra que mas del 50% de la
producciéon no llega a las entidades autorizadas encargadas de acopiar y transformar la
materia prima de manera apta para los consumidores. Desde el 2012 el gobierno nacional
implemento un sistema de pago de leche cruda a los productores en el cual se tienen en
cuenta los factores composicionales de la misma como lo es la proteina, la grasa y el
recuento de células sométicas (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2012), por lo
cual un ganado sano, bajo condiciones favorables de manejo, proporciona leche éptima
para la transformacién generando una mayor ganancia en el pago que es la meta en los

sistemas de produccién lechera del pais.

El departamento de Antioquia es uno de los grandes productores de leche bovina en el

pais, donde el 33% de los hatos de la region son de lecheria especializada, con un total
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de 182.166 vacas en ordefio y un promedio de produccién de 11,7 litros de leche al dia por
vaca, siendo las regiones de mayor importancia para lecheria especializada el Norte,
Oriente y Valle de Aburra (Gobernacion de Antioquia, 2019). Dada la importancia de la
actividad econdmica lechera en el departamento se deben buscar estrategias que
promuevan el desarrollo del sector, para lo cual es necesario primero conocerlo y entender
cdémo funciona. En este trabajo se hizo una caracterizacion de los sistemas de produccién

lechera del departamento a partir de una encuesta realizada en los mismos.

2.2 Metodologia:

2.2.1 Diseio experimental y muestra:

Para el estudio de leucosis bovina en Antioquia la poblacién de estudio estuvo conformada
por 224.714 vacas en ordefio de lecheria especializada en las regiones Valle de Aburra,
Norte y Oriente, las mayores productoras de leche de Antioquia (Secretaria de Agricultura
y Desarrollo Rural, 2019). El tamafio de muestra se calculé con una prevalencia molecular
esperada del 44%, un error relativo del 10% (es decir un error absoluto del 4,4%) y un
efecto de disefio de 1,2 arrojando un tamafio de muestra de 585 bovinos que fueron
seleccionados de las tres regiones antes mencionadas. Los animales fueron tomados de
la siguiente manera, el 80% (468 bovinos) tomados de 43 hatos que hacen parte del control
lechero de Colanta, el 20% adicional (117 bovinos) se tomé de una muestra de 10 hatos
gue no estan en el control lechero de Colanta.

Para la seleccién de los hatos de lecheria especializada participantes, se tuvo en cuenta
su ubicacién geogréfica, garantizando una distribucion proporcional al porcentaje que
aporta cada region a la industria lechera de Antioquia. En base a esta consideracion, se
asignaron 33 hatos en la region norte, 10 en el oriente y 10 en el Valle de Aburr; los cuales

se distribuyeron en 16 municipios del departamento.

2.2.2 Disefio de encuesta:

Se disefio una encuesta basada en 51 preguntas con respuestas cuantitativas y binarias,
gue incluia cinco ejes principales: 1. conocimiento de enfermedades; 2. Manejo de material

usado en practicas veterinarias; 3. Manejo de otras especies animales dentro del hato; 4.
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Aspectos referentes al personal del hato y certificacion del predio y 5. Aspectos de manejo
nutricional y sanitario (Anexo 1).

2.2.3 Toma de datos:

Se hicieron visitas a cada uno de los hatos para realizar la encuesta al propietario o
encargado del hato. Todas las encuestas luego fueron digitalizadas en hojas de calculo,
asignandoles una calificacién de cero cuando la respuesta a una pregunta es negativa y
uno cuando es positiva para las preguntas binarias y clasificando las respuestas de las

preguntas cuantitativas.

2.2.4 Analisis estadistico:

Los datos recolectados en las encuestas se integraron en una sola base de datos en el
programa Excel, la cual fue depurada de modo que finalmente se tuviera informacion sélida
para los analisis. Las caracteristicas cualitativas fueron resumidas en frecuencias
absolutas y relativas; estimando intervalos de confianza del 95%. Las variables
cuantitativas, se resumieron mediante la media con desviacion estdndar o mediana con

cuartiles, dependiendo de la normalidad de los datos.

2.2.5 Aspectos éticos:

Esta investigacion hace parte del macroproyecto “LEUCOSIS BOVINA EN LECHERIAS
DE ANTIOQUIA: EVALUACION DEL POTENCIAL ZOONOTICO Y DEL EFECTO SOBRE
DESEMPENO RE-PRODUCTIVO”, que cuenta con aval del Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad Nacional de Colombia “020-2020".
Para el desarrollo de proyecto no se requirié permisos o licencias; sin embargo, se cumplio
en la ejecucion del proyecto la legislacion y otras normas reguladoras vigentes pertinentes
al mismo en materia de ética, normativa ambiental o acceso a recurso genético. Se
invitaron 90 hatos a participar siendo la participacion de los sistemas de produccion de
caracteristica voluntaria, para esto se realizd una visita a cada uno de los hatos dando la
invitacion de participar en el estudio; en los sistemas de produccidon que aceptaron la
invitacion a participar en el proyecto se firmé un consentimiento informado en el cual se
acepto suministrar datos del sistema productivo y de los animales para el estudio bajo una

clausula de anonimato.
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2.3 Resultados y discusion:

2.3.1 Caracteristicas generales de los hatos de lecheria
especializada de Antioquia

De los 57 hatos iniciales que firmaron el consentimiento para participar, finalmente se
evaludé la informacién de 53 hatos ubicados en 16 municipios de las tres regiones
geogréficas del departamento de Antioquia, teniendo en cuenta el aporte de cada regién
a la lecheria especializada del departamento, siendo la regién Norte la que tiene el mayor
porcentaje de sistemas de produccién ganadera orientados a la lecheria especializada,
seguido por el Oriente y el Valle de Aburra (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural,
2019). La ubicacion de los sistemas de produccion lecheros es predominantemente rural,
siendo muy pocos los que estan situados en la zona urbana (7 de los 53 hatos del estudio),
y las caracteristicas ecolégicas promedio son temperatura de 15,8 + 3,6 °C, humedad
relativa de 79,3 + 8,7 y precipitacion de 501,3 + 857,1 mm?,

El nUmero de animales en los sistemas de lecheria especializada del departamento de
Antioquia es muy variable, el valor medio para Antioquia fue de 79 + 60 animales en los
sistemas de lecheria especializada. Para el Norte de Antioquia Bedoya et al., (2018)
reportaron promedio de animales de 93 + 72 bovinos por hato. El 64,2% de los hatos tiene
entre 18 y 95 animales, el 26,4% tiene entre 95y 172, el 7,5% entre 172 y 249 y solo el
2% tiene mas de 400 bovinos; detallando este dato en las tres regiones del departamento
gue se evaluaron (Figura 2-1), en la zona Norte se presentan dos datos atipicos

correspondientes a hatos con mas de 200 bovinos.
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Figura 2-1. Promedio de animales en los sistemas de lecheria especializada de 3
regiones del departamento de Antioquia- La X al interior de las cajas corresponde al
promedio, la linea al interior de las cajas corresponde a la mediana, los bordes de las
cajas corresponden al cuartil 1 y 3, los bigotes de las barras corresponden a los datos
maximos y minimos y los puntos corresponden a datos atipicos
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El area de potreros en los sistemas de produccion de lecheria especializada tiene un valor

medio de 18 + 16,3 hectareas (ha). Bedoya et al., (2018) reportaron en las lecherias

especializadas de la region Norte promedio de area de potreros de 29,4 + 31 vy el tiempo

de rotacion entre potreros fue de 41,2 + 6,9 dias, los resultados de estas variables

obtenidas en el presente estudio (Tabla 2-1 y Figura 2-2) tienen un resultado mas bajo que

el de Bedoya et al. (2018), al incluir regiones con menor produccion de leche como lo son

el Oriente y Valle de Aburra, sin embargo, al comparar los resultados encontrados por

regiones (Tabla 2-1 y Figura 2-2) los resultados del Norte de Antioquia en el presente

estudio son similares a los reportados por Bedoya et al en el 2018, exceptuando el tiempo

de rotacion de potreros actual que es menor en casi 10 dias.

Figura 2-2. Area en potreros (ha) en los sistemas de lecheria especializada de 16
municipios del departamento de Antioquia. La X al interior de las cajas corresponde al
promedio, la linea al interior de las cajas corresponde a la mediana, los bordes de las
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cajas corresponden al cuartil 1 y 3, los bigotes de las barras corresponden a los datos
mMAaximos y minimos y los puntos corresponden a datos atipicos.
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La carga animal se define como el numero de unidades animales por hectarea (UA/ha),
equivaliendo una unidad animal (UA) a 450kg, en Colombia se estima que el promedio de
carga animal en las lecherias especializadas es entre 1 y 2 UA/ha, pero en sistemas de
produccién altamente tecnificados este niumero esta cercano a 3 UA/ha (Carulla & Ortega,
2016). La carga animal debe estar relacionada con la disponibilidad de forraje para los
animales, para asegurar el rendimiento y la productividad del sistema de produccién; en
las lecherias especializadas de Antioquia se encontré que la carga animal promedio esta
en 3,99 £ 1,31 UA/ha, un nimero mayor al sugerido, lo cual puede implicar que la eficiencia
de las lecherias sea mas baja al no tener la disponibilidad suficiente de alimento para los
animales, o0 que para alcanzar la productividad se suplemente con mayor cantidad de

alimento balanceado.
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Tabla 2-1. Valores medios de las principales caracteristicas descriptivas de los sistemas
de lecheria especializada del departamento de Antioquia

Area del potrero en Tlem.p,o de Carga
Total de ! rotacion de .

Zona animales hectareas los potreros animal

[ha] (Dias] [UA/ha]
Norte 98 + 26 27,14 + 25,70 32+8 4,02 +1,28
Oriente 86+ 12 24,04 + 12,22 32+5 3,86 +1,21
Valle de Aburra 105 + 13 28,34 + 12,64 28+ 6 4,02 +1,62
Antioquia 79 + 60 18 + 16,3 30+8 3,99+1,31

2.3.2 Razas bovinas utilizadas en la lecheria especializada de
Antioquia.
En los sistemas de lecheria especializada se busca tener la mayor produccion posible de
leche, siendo la raza preferida a nivel mundial para este propdsito la Holstein debido a sus
altos niveles de produccion, la relacién costo/beneficio de su alimentacion, el mérito
genético y la flexibilidad a una gama amplia de condiciones ambientales (Bedoya Mejia &
Loaiza Mufoz, 2020). En la lecheria colombiana es comdn encontrar una amplia
variacion genética en los animales, ya que se utilizan varias razas, lineas y cruces de
ganado europeo y criollo, siendo la raza predominante en los sistemas lecheros del pais,

al igual que a nivel mundial, la Holstein (Carulla & Ortega, 2016).

El cruce interracial es una estrategia normal en los paises en desarrollo, donde se ha
encontrado que las razas lecheras especializadas a pesar de tener altos rendimientos
lecheros tienen poca habilidad de adaptaciéon a los entornos de los paises tropicales y
requieren mas insumos para su mantenimiento, por lo cual se ha optado por los cruces
raciales con el fin de obtener animales con mayor rendimiento lechero y adaptados al
entorno local (FAO, 2018). En el presente estudio se encontré que en Antioquia gran parte
del ganado utilizado en los sistemas de lecheria especializada (35%) corresponde a cruces
entre diferentes razas como se observa en la Figura 2-3, encontrando bovinos con hasta
tres componentes raciales en su genética; se confirmo6 ademas que el ganado Holstein es
el mas utilizado en los sistemas de produccién (41%), seguido por el cruce Jersey x
Holstein (30% JerHol) con el cual se han encontrado ventajas econémicas debido a la alta

capacidad de carga que permite, la capacidad de conversién de alimento, el alto porcentaje
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de componentes lacteos y el nivel de eficiencia reproductiva que tiene comparado con las
razas puras del cruce (Echeverri Z. et al., 2011).

Figura 2-3. Principales componentes raciales utilizados en la lecheria especializada del
departamento de Antioquia
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2.3.3 Conocimiento de la leucosis bovina enzoética por los
manejadores de hatos de lecheria especializada de Antioquia

Uno de los factores que afectan la productividad en los hatos lecheros es la presencia de
agentes patdégenos, uno de estos agentes es el Virus de la Leucosis Bovina, el cual causa
la enfermedad Leucosis Bovina Enzoottica (LBE) que afecta el sistema inmune de los
animales, afectando las caracteristicas productivas y reproductivas del hato (Otta et al.,
2003; Rhodes et al., 2003). Este virus ha sido reportado como de alta incidencia en los
sistemas de produccién de leche especializada, en Estados Unidos se ha encontrado una
prevalencia del 40%, en Argentina del 84%, en México entre el 11y el 66% y en Colombia
el dltimo estudio muestra una prevalencia del 62% (Corredor-Figueroa et al., 2020;
Marawan et al., 2021), lo anterior en contraste con paises de Europa donde la erradicacion
del virus empez6 en 1960 y trata de mantenerse en la actualidad con una politica estricta

de erradicacion de la enfermedad (Kuczewski, Orsel, et al., 2021; Polat et al., 2017).
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En el presente estudio se observé que existen municipios donde el desconocimiento de la
LBE como enfermedad es del 100% mientras que en otros existe un buen nivel de
informacion al respecto, como se observa en la Tabla 2-2. En general, los resultados
revelan que solo el 53,4% de los hatos tienen conocimiento sobre el virus, y Unicamente el
19% de los hatos ha reportado al menos un animal diagnosticado clinicamente. Estos
resultados son incoherente con los resultados del Gltimo estudio de prevalencia de BLV en
el departamento, donde se encontr6 que el 73% de los animales estaban infectados y se

evidencio la presencia del virus en el 100% de los hatos (Corredor-Figueroa et al., 2020).

A pesar de la importancia que tiene la infeccién con BLV en los sistemas de produccién y
las consiguientes pérdidas econ6micas que genera al afectar las caracteristicas
productivas de los animales infectados (Bartlett et al., 2020), se evidencia un notable
desconocimiento sobre la LBE en el departamento de Antioquia. Esta falta de conocimiento
puede deberse, en parte, a que la leucosis bovina enzod6tica no esta reconocida como una
enfermedad de control oficial en Colombia, y Unicamente se exige la declaracion de los
casos que se encuentren positivos de manera obligatoria segun la Resolucion No. 003714,
2015. La educacion de los productores resulta fundamental para el avance de la industria
lechera, por lo tanto, es necesario implementar acciones para abordar esta brecha de
conocimiento y promover una mayor conciencia acerca de la importancia de la LBE, su
control y prevencion, con el fin de impulsar el progreso y la sostenibilidad de la industria

lechera en el departamento.

Tabla 2-2. Estado de conocimiento de la LBE en los municipios evaluados del
departamento de Antioquia

Municipios Conocimiento de Hatos que han reportado al
laLBE menos un caso de LBE
Yarumal 0,00% 0,00%
El Santuario 0,00% 0,00%
Girardota 0,00% 0,00%
Marinilla 0,00% 0,00%
Rionegro 33,33% 0,00%
Don Matias 33,33% 0,00%
La Ceja 33,33% 33,33%
San Pedro de los Milagros 54,55% 9,09%
Medellin 71,43% 14,29%
Belmira 75,00% 75,00%

Entrerrios 75,00% 50,00%
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Santa Rosa de Osos 77,78% 22,22%
Abejorral 100% 0,00%
Bello 100% 0,00%
San José de la Montaia 100,00% 0,00%
Carmen de Viboral 100,00% 100,00%
Antioquia 53,36% 19,00%

Al relacionar la proporcion de encuestados con conocimiento del BLV con el perfil del
personal encuestado, como se muestra en la tabla 2-3, se evidencia que en todas las
categorias no hay un pleno conocimiento del virus. Resulta relevante destacar que el
personal encargado de los sistemas de produccién muestra la proporcibn mas alta de
desconocimiento sobre el virus, con tan solo un 29,4% afirmando tener conocimiento al
respecto, lo cual resulta contradictorio debido a que son precisamente las personas con
mayor inmersion en el manejo animal quienes presentan un nivel de conocimiento mas
bajo. Estos hallazgos refuerzan la importancia de implementar un plan educativo que
permita difundir la informacién existente sobre la LBE con el objetivo de mejorar la

prevencion, el control y el manejo del BLV en los sistemas de lecheros de la region.

Tabla 2-3. Relacioén entre el perfil del personal encuestado y el conocimiento del virus de
la leucosis bovina en los sistemas de produccion evaluados

Perfil del personal Porcentaje de encuestados que refieren
conocer acerca del BLV
Encargado 29,4%
Propietario 76,5%
Administrador 73,3%
Trabajador 75,0%
General 63,6%

Una de las principales formas de transmision del virus de la leucosis bovina y de otras
enfermedades infecciosas es la iatrogénica, es posible que el desconocimiento o mal
manejo de la enfermedad por parte del personal encargado del hato lleve a que se realicen
procedimientos inadecuados y por ello este aumentando el riesgo de contagio de
patégenos en los sistemas de produccion, de ahi la importancia del conocimiento de estas

patrologias y las medidas de prevencién que se pueden tomar son de vital importancia.
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2.3.4 Manejo sanitario de los hatos lecheros de Antioquia

La tecnificacion de los sistemas productivos lecheros es una apuesta que debe darse en
el pais debido a los beneficios que esto conlleva para la economia del productor y del pais
al tener una mayor produccioén (Barrios & Olivera, 2013). De acuerdo a los datos reportados
en el anuario estadistico del departamento de Antioquia se conoce que existe una
diferencia en la produccion promedio de litros por vaca por dia entre las lecherias
especializadas con ordefio mecénico (11,7 litros de leche por vaca al dia) y aquellas con
ordefio manuales (6,5 litros de leche por vaca al dia) lo cual se traduce en ingresos cinco
veces menores (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019). En los sistemas de
lecheria especializada evaluados en el presente estudio se encontré que la mayoria de los
hatos realizan ordefio mecanico (99,8%) y solo el 0,2% sigue en la lecheria tradicional
ordeflando manualmente; sin embargo, un 9,4% de los hatos realizan ordefio manual
ocasionalmente en los animales de retiro o cuando tienen demasiados animales en
produccién; es necesario entonces seguir implementando politicas que puedan contribuir

al crecimiento del sector lechero con la tecnificacion del mismo.

Otro de los factores para mejorar en los sistemas de produccion lechera son los
procedimientos de control, el llevar registros de ingreso y salida tanto de animales, como
de personas y vehiculos, permite tener un seguimiento en caso de emergencia o necesidad
de contactar a alguno de los actores. Sin embargo, se encontrd que en la mayoria de los
predios no se lleva a cabo esta labor, fallando principalmente en el registro de vehiculos
donde solo un 43,4% de los hatos realizan este seguimiento, el 49,5% llevan registro de
ingreso de personas y un 74,4% realiza el seguimiento a la salida y entrada de animales.
Se debe tener en cuenta ademas que la mayoria de las lecherias especializadas del
departamento son hatos cerrados (52,8%), donde no se adquieren animales, sino que los
remplazos son generados con los animales nacidos en el hato, minimizando con esto el
riesgo de ingresar enfermedades contagiosas en el hato con los animales que ingresan.
De otro lado, se report6 que en los hatos que compran animales lo hacen con las medidas
sanitarias pertinentes como lo son que provengan de hatos certificados con Buenas
Practicas Ganaderas (BPG), tienen un area de cuarentena para ingreso de animales recién
adquiridos o realizan pruebas serolégicas de las enfermedades de transmision mas

comunes.
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La presencia de hemoparésitos es otro de los grandes retos a los que se enfrentan los
sistemas de lecheria especializada, sobre todo en la zona del tropico donde esté ubicada
Colombia, puesto que las condiciones ambientales favorecen el crecimiento de artropodos
vectores de enfermedades, principalmente moscas hemat6fagas y garrapatas (Benavides-
Ortiz & Polanco Palencia, 2017); la mayoria de estos hemopardsitos generan dafio en
glébulos rojos produciendo anemia, anorexia, ictericia, perdida de la capacidad de
produccién y reproduccion e incluso mortalidad (Abdullah et al., 2019), las enfermedades
por hemoparasitos mas comunes en los sistemas ganaderos en Colombia y a nivel mundial
son Anaplasmosis, Babesiosis y tripanosomiasis, las dos primeras transmitidas
principalmente por garrapatas y la UGltima por picadura de moscas del género Tabanus,

Stomoxys, Haematobia, Chrysops y Culicoides (Jaimes-Duefiez et al., 2017).

Segun las encuestas realizadas, en las lecherias especializadas del departamento tienen
en un 51% presencia de garrapatas (grafica 2-4), uno de los factores sanitarios mas
importantes que afecta el desarrollo de la ganaderia en el trépico siendo los principales
vector de hemoparasitos en Colombia y teniendo a la especie Rhipicephalus microplus
como la mas predominante en el medio (Polanco-Echeverry & Rios-Osorio, 2016), estos
hemopardsitos son transmisores de los protozoos Babesia bigemina y Babesia bovis
causantes de la babesiosis comunmente llamada “ranilla”, y de la rickettsia Anaplasma
marginale que genera la anaplasmosis o “fiebre de garrapatas” (Benavides-Ortiz & Polanco
Palencia, 2017); ademas de las enfermedades que causan estos insectos también se le
atribuye pérdida de peso en los animales, dafios en la piel, pérdida de sangre,
debilitamiento, estrés, disminucion de la produccién de leche y menor eficiencia
reproductiva, generando pérdidas econémicas estimadas entre 2000 y 3000 millones de

dolares por su presencia (Vargas-Cuy, 2019).
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Figura 2-4. Principales vectores de enfermedades presentes en los sistemas de lecheria
especializada de Antioquia
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Las moscas hematéfagas son los hemoparasitos mas comunes en los sistemas de
produccién de lecheria del departamento, como se muestra en la figura 2-4. Haematobia
irritans, también conocida como mosca de los cuernos, esta presente en mas del 90% de
los hatos, mientras que Stomoxys calcitrans, 0 mosca del establo, se encuentra en el
83,2% de ellos. Ambas moscas son vectores de parasitos protozoarios del género
Trypanosoma, los cuales causan la enfermedad conocida como Tripanosomiasis. Esta
enfermedad se caracteriza por sintomas como fiebre, anemia, descenso en la produccién
de leche, pérdida de peso y en algunos casos conlleva a la muerte (Zapata Salas et al.,
2017). Ademas de estas moscas, los insectos del género Tabanus cominmente conocidos

como tabanos actuan también como vectores de estos hemoparasitos.

En los sistemas de produccion lecheros se observa una baja presencia de tabanos (figura
2-4) debido a la ubicacion geogréfica de estos, que generalmente es a una altitud superior
a los 1000 metros sobre el nivel del mar (msnm). En estas &reas, se ha identificado que
los principales vectores del Trypanosoma son la mosca de los cuernos y la mosca del

establo (Zapata Salas et al., 2017) las cuales estan ampliamente presentes en las lecherias
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de la region lo que incrementa significativamente el riesgo de transmision de la

enfermedad.

Se determind también que los roedores son la principal plaga vertebrada que se encuentra
en los sistemas de produccion de lecheria especializada de Antioquia (90%) y en las tres
las regiones tuvieron una alta presencia (entre 86 y 94%). Ademas de los dafios que
generan en los sitios de almacenamiento del alimento para los bovinos, se han establecido
relaciones con enfermedades como la leptospirosis y la brucelosis, ya sea como reservorio
o transmisor de las mismas (WingChing-Jones et al., 2009). La leptospirosis es una
enfermedad zoondética generada por bacterias del género Leptospira la cual se relaciona
con problemas reproductivos que afectan la productividad del hato generando pérdidas
econdmicas importantes para los productores, la presencia de roedores es el mayor riesgo
para la infeccibn en bovinos, debido a que son portadores asintomaticos y pueden
diseminar la infeccién con gran facilidad al contaminar el alimento o agua de los animales
con orina en fase de leptospiruria (Suarez et al., 2017). Los problemas sanitarios que
pueden acarrear la presencia de roedores en el hato no son solo para los bovinos, pues
también son transmisores de enfermedades para los humanos, siendo la leptorpirosis la

zoonosis mas difundida a nivel mundial.

Considerando todos los puntos mostrados anteriormente acerca de las diferentes plagas
comunmente presentes en los hatos, como afectan la productividad de los mismos y
generan pérdidas econdmicas para los productores, se ve la necesidad de realizar un
control de las mismas; sin embargo, se encontré que solo en el 75,6% de los sistemas
productivaos se realiza control quimico o biolégico de estos vectores. Si bien es cierto que
existe un problema de que se puedan volver resistentes o se genere un desequilibrio
ecoldgico por el uso inadecuado de estos (Polanco-Echeverry & Rios-Osorio, 2016), en la
actualidad se esta apostando por el uso de nuevos productos y técnicas que permitan
realizar un control adecuado de los mismos, pero varios autores insisten en que el primer
paso para realizar un control es identificar las condiciones del sistema de produccion y las
necesidades de este (Benavides Ortiz et al.,, 2016; Polanco-Echeverry & Rios-Osorio,
2016; Zapata Salas et al., 2017).

El manejo de los desechos en los sistemas de produccion, los cuales son en su mayor

parte excretas de los animales, son una parte importante del manejo sanitario que se
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realiza en el hato, siendo necesario contar con una buena gestién de los mismos para
mantener la sanidad en los predios, debido a la cantidad de microorganismos que tiene y
la generacion de gases contaminantes como metano, dioxido de carbono y amoniaco
(Cadavid et al., 2018). Solo un 30% de los hatos encuestados no tiene un area para el
manejo de las excretas generadas en los establos, siendo la opcidon mas usada para esto
el tener un tanque estercolero. Por otro lado, en los potreros el manejo de excretas solo se
realiza en un 9,43% de los predios, donde en su mayoria (80%) se usa la dispersion de las
mismas para evitar su acumulacion en un Unico punto y circulos de rechazo del pasto y el

resto (20%) reportd que hacen recoleccion de excretas en potreros.

De otro lado, en los sistemas de lecheria especializada es muy importante la desinfeccion
de los implementos y/o equipos utilizados en el ordefio para evitar el deterioro por la
formacion de depdésitos debido a la composicion de la leche, se encontré que el amonio
cuaternario es comun en la rutina de desinfeccién de la mayoria de los hatos, al igual que
los productos clorados (figura 2-5), pero se debe tener en cuenta que el cloro es un
desinfectante de rapida accién que inactiva microorganismos cominmente encontrados en
los hatos, pero su actividad es reducida en presencia de materia organica y se utiliza en la
desinfeccion de objetos y superficies (Reinemann, 2000); dada la importancia que tiene la
calidad sanitaria de la leche para la industria donde el recuento microbiol6gico es un factor
determinante para el precio de la misma, la desinfeccibn de los equipos y de las
instalaciones es vital para mejorar la misma y asi mismo el beneficio econémico derivado

de estas practicas.
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Figura 2-5. Uso de agentes desinfectantes comunes en los sistemas de lecheria
especializada
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2.3.5 Manejo del material utilizado en practicas veterinarias

Los programas bioseguridad y buenas practicas de produccion son necesarios en los
sistemas de producciéon animal, entendiendo por estos términos la implementacion de
protocolos y medidas preventivas para evitar la entrada y diseminacion de enfermedades
infecciosas en los hatos (Denis-Robichaud et al., 2019), siendo el manejo que se hace a
los implementos usados en las practicas veterinarias (guantes, jeringas, bisturi, entre otros)
de vital importancia para garantizar la sanidad del predio. En el estudio realizado se
encontré que a pesar de los conocimientos que se tienen actualmente de las medidas
preventivas aun existe un 25% de los hatos (figura 2-6) que no aplican todos los protocolos
de bioseguridad, reutilizando elementos como los guantes de palpacién entre animales y
un 1,2% no realizan la desinfeccion del material quirdrgico en las intervenciones entre
animales. Analizando el panorama por regiones se encuentra que en el Norte es la zona
donde se ubica la mayor parte de los sistemas de lecheria especializada donde se incurren
en estas fallas, contrario a lo que sucede en el Valle de Aburra donde el manejo de este
material es 100% correcto.



52  Virus de la leucosis bovina en las lecherias de Antioquia: prevalencia molecular,

genotipos circulantes y factores asociados a su circulacion

Figura 2-6. Implementacioén del manejo adecuado del material de préacticas veterinarias
en los sistemas de produccién
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La palpacion rectal del tracto reproductivo de la hembra bovina es considerada un
procedimiento rutinario en los hatos, esta se usa para determinar el estado del tracto
reproductivo de la hembra o de gestacién de un animal, siendo un método altamente
efectivo desde el dia 30 de gestacién; sin embargo ha sido una practica criticada por los
riesgos que tiene dentro de los que se encuentra la transmision de patégenos como el
Virus de la Leucosis Bovina y el Virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB) de un animal
infectado a uno sano por reutilizacion de los guantes de palpacion (Jaskowski et al., 2019;
Momont, 1990). A pesar de las medidas sanitarias recomendadas para realizar esta
practica como lo es el uso de un guante por animal, se observa que es en la falla que mas
incurren, siendo solo un 74,6% los predios que cumplen la medida de prevenciéon. Se debe
resaltar que al menos el uso de aguja o jeringa por animal si se cumple en el 100% de los

hatos, de acuerdo con lo reportado por las personas encuestadas.
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El descorné es otra practica usual en los sistemas de produccion lecheros, con el cual se
busca evitar riesgos para el personal y el bienestar de los bovinos; sin embargo, es una
practica controversial debido al dolor que genera en los animales (Temple & Manteca,
2012); en las lecherias se realiza por lo general en animales menores de tres meses; la
figura 2-7 presenta los sistemas usados en lecheria especializada de Antioquia para
descorné, y el método de descorné mas utilizado en las lecherias especializadas del
departamento de Antioquia es la cauterizacién con tapizador eléctrico (47,1%), en el cual
se utiliza un instrumento eléctrico que se calienta y se pone sobre la yema de crecimientos
del cuerno hasta que se vea un cambio de color en el mismo. Quimico y mecénico y

eléctrico

Figura 2-7. Métodos de descorné utilizados en los sistemas de lecheria especializada del
departamento
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Un dato que cabe resaltar en los sistemas de lecheria especializada evaluados fue que en
la mayoria de los sistemas de produccién (92%) tienen visitas periédicas del médico
veterinario en sus predios; ademas, en una muy baja proporcion de los hatos (6%)
encuentra que solo asiste en casos extraordinarios y el 2% reporta no tener visitas del

médico veterinario.

El método de reproduccion en los sistemas de lecheria especializada del departamento

mas utilizado (en un 92,5% de los hatos) es la inseminacién artificial, el procedimiento es
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realizado en la mayoria de los sistemas (70,6%) por personal interno entrenado para esta
tarea, un 29,4% prefieren contratar servicios externos; en el estudio se encontré que la
mayoria de productores no tenian conocimiento acerca de si el semen utilizado para la
inseminacion era libre de agentes infecciosos como el Virus de la Leucosis Bovina,
Neospora caninum y el virus causante de la Diarrea Viral Bovina; lo anterior puede deberse
debido a que estas no son enfermedades de control reglamentadas por el ICA, aunque
igualmente repercuten la salud de los animales y generan grandes pérdidas econémicas.
El 22,6% de los hatos del departamento utilizan monta natural, siendo este un método
esporadico en algunos sistemas, la mayoria de los productores que realizan este proceso
tienen un toro dentro de su predio, pero en algunos casos este es compartido entre

diferentes hatos pudiendo ser vector de enfermedades entre los mismos.

2.3.6 Manejo de otras especies animales en el hato

En la mayoria de los sistemas de produccion lecheros es comun la presencia de animales
domésticos, siendo lo mas usual encontrar al menos un canino dentro del predio, en el
estudio se encontr6é que un 98,9% de los hatos tienen este animal de compafiia y un 46,1%
tienen gatos, pudiendo tener ambos dentro de un sistema. Estos animales en un 86% de
los casos tienen acceso a todo el hato, siendo libres de transitar por todos los espacios, lo
cual conlleva riesgos de transmision de enfermedades infecciosas entre animales en los
hatos, estas enfermedades infecciosas que se transmiten entre diferentes especies
animales son cada vez mas frecuentes, en los sistemas de produccién se puede encontrar
como ejemplo de lo anterior Neospora caninum y Streptococcus canis como agentes
infecciosos de bovinos transmitidos por caninos. Ademas de los problemas sanitarios que
puede tener el factor de que los animales de compafiia transiten libremente por todo el
terreno, se encontré que un 15,9% no los desparasitan aumentando el riesgo de
transmision de patégenos, asi mismo es comun encontrar que ingresan animales
domeésticos de predios vecinos sin ningun control, pudiendo estos ser fuentes de infeccién

entre diferentes sistemas de produccion.

La transmision de enfermedades infecciosas entres especies no solo ocurre por la
presencia de mascotas, en muchos de los sistemas de lecheria especializada del
departamento se tiene mas de una especie en produccién, siendo comdn encontrar que

se tienen caballos, bufalos o bovinos de carne (figura 2-8). En algunos hatos los
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trabajadores pueden tener contacto con las diferentes especies animales pudiendo
generar problemas sanitarios, siendo un medio para transportar iatrogénicamente
patdégenos entre las diferentes especies.

Figura 2-8. Presencia de animales diferentes a bovinos lecheros dentro de los sistemas
de lecheria especializada de Antioquia
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Ademés de los animales domésticos, en los sistemas de lecheria especializada también
es comun la presencia de fauna silvestre, que es otro factor importante a tener en cuenta
ya que pueden ser vectores o reservorios de agentes patdgenos, en el presente estudio
se encontr6 que el grupo mas visto en los hatos lecheros de Antioquia fue el de los reptiles,
seguido por las aves (figura 2-9), dentro de otras especies vistas cominmente en los hatos
se encuentran zariglieyas y zorros. La convivencia de diversas especies compartiendo
recursos de un mismo habitat, como el agua y el pasto en los sistemas de lecheria
especializada, pueden contribuir al riesgo de transmision parasitaria, siendo en muchos
casos las especies silvestres hospederos de parasitos como los helmintos, protozoos de
ambientes acuosos y suelo, cuyas infecciones pueden ocasionar problemas de salud en
los bovinos del hato que se traducen en pérdidas econdmicas para los productores
(Quiroga Calderon et al., 2021).
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Figura 2-9. Presencia de especies de fauna silvestre en los sistemas de lecheria
especializada del departamento
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2.3.7 Personal del hato y certificacion del predio

Los sistemas de produccién de lecheria especializada son generalmente operados por
trabajadores contratados con las ganancias de las ventas para realizar las tareas de
ordefiar, limpiar, alimentar a los bovinos, y en general suplir las necesidades que se tengan
para cumplir con la produccion. La experiencia de los trabajadores es critica para llevar a
cabo las actividades de la mejor manera, se encontré que para la lecheria especializada
de Antioquia el personal tiene entre 3 y 16 afios de experiencia. La mayoria de los
trabajadores no tienen con contacto con bovinos de otros hatos (82,47%), un factor
importante para prevenir la posible transmision iatrogénica de enfermedades infecciosas,
igualmente la mayoria tampoco tiene contacto con animales de produccién diferentes a
bovinos.

Desde 2007 en Colombia el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) implement6 el
programa de Buenas Practicas Ganaderas (BPG), el cual es un sistema para disminuir
riesgos fisicos, quimicos y biolégicos en la produccion primaria que podrian afectar a los
consumidores finales. Los sistemas de produccion pueden recibir una certificacion de BPG
si cumplen los requisitos exigidos por el programa (RESOLUCION No. 067449, 2020);
ademas, deben contar con la certificacion oficial vigente que acredite el predio como libre

de brucelosis y tuberculosis; actualmente en el departamento de Antioquia solo hay 201



Capitulo 2: Caracterizacion de manejo en sistemas de produccién de lecheria 57

especializada en Antioquia

hatos de lecheria especializada certificados con BPG (Instituto Colombiano Agropecuario,
2022), en los resultados obtenidos en este estudio se encontré que la mayoria (58,5%) de
los hatos no contaban con esta certificacion.

2.3.8 Manejo nutricional de los sistemas lecheros de Antioquia

Para obtener una alta productividad en los sistemas de produccion de leche, que permita
mejorar los ingresos de los productores, es necesario dar a los animales un adecuado
aporte nutricional a través de una dieta balanceada que permita suplir sus necesidades
incrementando la produccion y disminuyendo la excrecién de nutrientes (Gomez-Vega et
al., 2019), en Colombia la alimentacion de las lecherias especializadas est4 basada en
pastoreo y suplementacion con alimentos balanceados. Las necesidades nutricionales de
los bovinos lecheros dependen de factores como edad, sexo, condicidn corporal, estado
fisiologico, estado productivo, nivel de actividad, clima entre otros; el tener como base de
la alimentacion el pastoreo en un pais con un clima tropical trae dificultades para llenar los
requerimientos nutricionales de bovinos de alta produccién, debido a las fluctuaciones

climatologicas donde pueden existir periodos con baja calidad del alimento.

La base forrajera mas utilizada como principal alimento en las lecherias especializadas del
pais es el Kikuyo (Cenchrus clandestinus), debido principalmente a que es mas resistente
gue otras especies y es de facil fertilizacion (Correa et al., 2008), ademas, esta especie
tiene un buen desarrollo hasta los 2800msnm, que es donde se encuentra la mayor parte
de los sistemas de lecheria especializada, por encima de esta altitud son necesarias otras
especies forrajeras (J. E. Carulla & Ortega, 2016); en el departamento de Antioquia la
alimentacion forrajera de las lecherias especializadas esta basada en pasto kikuyo
encontrando el 70,09% de hatos con monocultivo y un 18,8% asociado con ryegrass
(Lolium spp) (Munera Bedoya et al., 2018), lo anterior concuerda con los resultados
hallados en este estudio (figura 2-10) siendo el ryegrass la base forrajera menos utilizada,
lo cual puede deberse a la exigencia de esta especie en cuanto a fertilizacion y necesidad
de renovacion (J. Carulla et al., 2003; J. E. Carulla & Ortega, 2016).
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Figura 2-10. Principales bases forrajeras encontradas en los sistemas de lecheria
especializada del departamento de Antioquia

~ 94,34%

Uso de la base forrajera (%)

L 5,66% 3,77%
1 1 ,—| J
Kikuyo Estrella Ryegrass

Bases forrajeras del estudio

En Colombia el crecimiento de las bases forrajeras utilizadas en las lecherias
especializadas se ve afectado por factores ambientales adversos como las épocas de
lluvias 0 sequias excesivas, por lo que es necesario implementar el uso de suplementos
dietarios que brinden los nutrientes que no son aportados por la pastura para aumentar la
oferta de nutrientes de los bovinos (César Mendoza et al., 2011; GOmez-Vega et al., 2019).
El alimento balanceado y la sal mineralizada son los suplementos imprescindibles que se
incluyen en la dieta de los bovinos de la lecheria especializada de Antioquia, ademas de
estos se encontré que un 47% de los hatos utiliza también el silo en la alimentacién de los
animales y un 15,1% incluyen otros suplementos dentro de los que se encuentra maiz

extruido, grasa sobre pasante y melaza.

Ademas de los alimentos, el suministro y calidad del agua que consumen los bovinos es
vital para la produccion de leche dado que los animales consumen grandes cantidades
durante la lactancia (Kononoff & Clark, 2017), es importante que los bovinos tengan
disponibilidad de agua fresca todo el tiempo para evitar propagacion de enfermedades.
Segun las encuestas realizadas, en los sistemas de lecheria especializada del
departamento el agua suministrada a los animales es obtenida principalmente del sistema
de acueductos, por lo cual se da por hecho que es apta para el consumo y no se realiza
un tratamiento, en casos donde es obtenida de fuentes naturales es tratada para después

suministrarsela a los animales.

La disposicion del agua para los bovinos se debe dar en bebederos ubicados en los

potreros donde los animales puedan tener facil acceso a la misma, la mayoria de los hatos
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(98%) optan por bebederos moviles que facilitan las tareas de limpieza y suelen ser
trasladados con la rotacion de cada lote de animales entre potreros, esto también facilita
gue un bebedero pueda ser compartido entre diferentes lotes de animales. El lavado y
desinfeccion de los bebederos es importante para mantener la calidad higiénica del agua,
en el 38% de los sistemas de produccion el lavado se realiza diariamente, mientras que en
un 6% se da en un tiempo entre cada 20 a 30 dias, lo cual es preocupante por el impacto

gue pueda tener esto en la salud de los bovinos y por tanto en la productividad del hato.

2.4 Conclusiones

Los sistemas de produccion de lecheria especializada en el departamento de Antioquia
son muy heterogéneos en cuanto a su tamafo poblacional encontrando desde 18 hasta
537 animales en un hato, lo cual hace dificil la estandarizacion de caracteristicas generales
generando desviaciones altas; sin embargo, el manejo proporcionado a los animales debe
ser homogéneo buscando obtener altas eficiencias en el proceso de produccion. En este
estudio se encontr6 que las lecherias especializadas del departamento de Antioquia
presentan todavia muchas limitantes en el manejo, pudiendo esto ser un factor que impide
un mayor nivel productivo, ejemplos de esto son el desconocimiento de enfermedades de
importancia para los hatos bovinos y la falta de conciencia en medidas de sanidad como
la necesidad de cambiar o desinfectar el guante de palpacién entre animales para evitar

propagar enfermedades.

La caracterizacion de los sistemas de produccién de lecheria especializada permite
identificar factores que pueden afectar la productividad de los hatos, asi como los que
puedan beneficiarla, por lo anterior es importante realizar periddicamente evaluaciones de
esta indole que permitan crear estrategias para mejorar el manejo en los hatos y beneficiar
a los productores. Los resultados de este estudio permiten resolver en gran medida el
desconocimiento que se tiene sobre el manejo del ganado vacuno lechero en nuestro
entorno; siendo una herramienta valiosa en el desarrollo de procesos de optimizacion de

recursos y mejoramiento en calidad y cantidad de la leche producida.
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Resumen:

Los sistemas de produccién lecheros son un sector sensible de la economia primaria, estos
se ven frecuentemente afectados por patdbgenos que impactan negativamente parametros
productivos, siendo el virus de la leucosis bovina (BLV) uno de estos. En este estudio se
determiné la prevalencia molecular a BLV en la lecheria especializada de Antioquia,
mediante el marcador viral del gen de la envoltura (env). Se tom6 muestra de sangre de
575 bovinos de lecherias especializadas de Antioquia; distribuidos en 53 hatos, ubicados
en las tres zonas de produccion de leche especializada de Antioquia (Norte, Oriente y Valle
de Aburra); se realiz6 extraccion de ADN por Salting out y PCR anidada para deteccion del
gen env de BLV, los productos se visualizaron en un gel de agarosa al 2% con GelRed
como intercalante. Se encontr6 una prevalencia molecular a BLV del 17,0% en animales y
71,7% en hatos, siendo el Valle de Aburra la zona donde se obtuvo la mayor tasa de
animales positivos (21,1%) a diferencia del Norte que tuvo la mas baja (15,6%); se
encontré que la prevalencia molecular a BLV de este estudio es menor a la de
investigaciones previas en el departamento y esto puede estar asociado a factores de
resistencia raciales, edad de los animales o las practicas de manejo en los hatos. Estos
resultados pueden contribuir a crear estrategias de control del BLV y optimizar la

produccion lechera en el departamento de Antioquia, siendo relevante poner atencion al
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comportamiento de este patdgeno bajo las diferentes condiciones que se tienen en los
sistemas de produccion.

3.1 Introduccion:

Los sistemas de produccién especializada de leche con bovinos se enfrentan
constantemente a la presencia de patégenos que afectan las condiciones sanitarias y la
economia de los hatos, dentro de estos patdgenos se encuentra el virus de la leucosis
bovina (BLV) que causa la enfermedad denominada leucosis bovina enzodtica (LBE) y
cuya célula blanco son los linfocitos B, por lo cual afecta el sistema inmune de los animales
infectados, inmunosuprimiéndolos y abriendo con esto la entrada a otros patdgenos.
Ademas de afectar la salud de los animales genera un detrimento en la cantidad de leche
producida, la calidad composicional y sanitaria de la leche, teniendo efectos negativos
sobre la economia de los hatos lecheros (Bartlett et al., 2020; Rhodes et al., 2003; Usuga-
Monroy et al., 2018).

El BLV pertenece a la familia Retroviridae, los virus de esta familia se caracterizan por
transcribir su genoma de ARN a ADN de doble cadena mediante la enzima transcriptasa
reversa e insertarse en el genoma de la célula hospedera, cuando esto ocurre el virus pasa
a denominarse provirus, siendo las infecciones de este tipo permanentes. La transmisién
del BLV se da mediante el contacto con fluidos que tengan presencia de células infectadas
(sangre, calostro y leche) de un animal infectado a otro sano, por lo cual las buenas
practicas de manejo en los sistemas de produccién son de vital importancia para evitar la
transmision del virus, también se ha encontrado que puede transmitirse intrauterinamente

y al momento del parto (Kuczewski, Orsel, et al., 2021).

El genoma viral consta de cuatro genes primordiales que codifican las proteinas y enzimas
estructurales (env, gag, pol y pro), ademas de esto tiene dos genes regulatorios (tax y rex)
y los genes R3 y R4 que codifican proteinas accesorias, y una parte que codifica
microRNAs. El gen de la envoltura (env) codifica las proteinas gp30 y gp51 las cuales
cumplen un papel fundamental en el proceso de infeccion, siendo el centro de
reconocimiento de los linfocitos B y modulando la respuesta inmune, por lo cual cambios

en su estructura pueden afectar la capacidad infectiva del virus, por lo que es una regién
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del genoma altamente conservada y es la mas utilizada a nivel mundial para la deteccion
e investigacion genética del virus (Alkan et al., 2021; Blazhko et al., 2020; Rola-fuszczak
et al., 2021).

En 2016, se evaluo la prevalencia molecular del BLV por medio de PCR anidada para el
gen env, en animales de la raza Holstein del departamento de Antioquia encontrando
47,6% de positividad (Usuga-Monroy et al., 2018); en 2018, en un estudio realizado en seis
regiones del pais se obtuvo un 73% de positividad en Antioquia pero Unicamente se evalué
un municipio (Corredor-Figueroa et al., 2020), por tanto este es el primer estudio de
extension que cubre diferentes razas y regiones geograficas de la lecheria especializada
de Antioquia.

A pesar de que diversos estudios han demostrado las implicaciones del BLV en los
sistemas productivos de leche (Usuga-Monroy et al., 2018a; Yang et al., 2016), el virus no
esta incluido dentro de las enfermedades de control obligatorio en el pais por parte del
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), aunque desde el 2015 es de declaracion
obligatoria si se conoce su presencia (Resolucion No. 003714, 2015). La falta de
mecanismos de control y el desconocimiento de este patdgeno por parte de los productores
ha contribuido al aumento en el nimero de animales positivos, facilitado la circulacion del
BLV dentro de los hatos lecheros. Debido a que la produccion lechera es un sector sensible
de la economia primaria nacional, siendo el departamento de Antioquia uno de los
principales productores de leche del pais, con tres regiones donde prima esta actividad
para la economia campesina como son el Norte, Oriente y Valle de Aburra, en este estudio
se determind el estado de circulacion del BLV en las principales razas lecheras y sus

cruces en los hatos de lecheria especializada y tradicional del departamento.

3.2 Metodologia:

3.2.1 Disefio experimental:

La poblacién de estudio estuvo conformada por 224.714 vacas en ordefio de lecheria
especializada tanto mecénica como tradicional de las regiones Valle de Aburra, Norte y
Oriente de Antioquia, que son las regiones mayores productoras de leche del

departamento (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019). El tamafio de muestra
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se calculo a partir de la poblacion de estudio, con una prevalencia molecular esperada del
47% (Usuga-Monroy et al., 2018b), un error relativo del 10% (es decir un error absoluto del
4,4%) y un efecto de disefio de 1,2; arrojando un tamafo muestral de 585 bovinos que
fueron seleccionados en 16 municipios de las tres regiones antes mencionadas. El nimero
de bovinos muestreado por hato fue proporcional al tamafio muestra y al total de bovinos
en el hato y se seleccionaron de manera aleatoria, a cada hato se llevo la lista de bovinos

gue fueron seleccionados.

3.2.2 Aspectos éticos: Comité de ética

Esta investigacion hace parte del macroproyecto “LEUCOSIS BOVINA EN LECHERIAS
DE ANTIOQUIA: EVALUACION DEL POTENCIAL ZOONOTICO Y DEL EFECTO SOBRE
DESEMPENO RE-PRODUCTIVO”, que cuenta con aval del Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad Nacional de Colombia “020-2020".
Para el desarrollo de proyecto no se requirié permisos o licencias; sin embargo, se cumplié
en la ejecucion del proyecto la legislacion y otras normas reguladoras vigentes pertinentes
al mismo en materia de ética, normativa ambiental o acceso a recurso genético. Los
bovinos son animales domésticos por lo que no se requiere permiso para acceso a
recursos genéticos. Los permisos para la toma de muestras de sangre de los animales y
para la obtencién de la informacién requerida de cada hato, se tramitaran con los

propietarios de los hatos incluidos en la investigacion, quienes firmaron un consentimiento.

3.2.3 Toma de muestras de sangre

La toma de muestras de sangre se realizé de la vena coccigea media, con aguja calibre
18G con sistema al vacio vacutainer (VACUETTE®) y tubos con EDTA (7.2mg) como
anticoagulante, para obtener el ADN de las células nucleadas de sangre periférica. Todas
las muestras se homogenizaron por inversion y se trasladaron al laboratorio de
Biotecnologia animal de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin bajo

condiciones de refrigeracion (4°C).

3.2.4 Extraccion de ADN:

Las muestras de sangre con anticoagulante se centrifugaron, para obtener la capa de

células blancas de las que se extrajo el ADN por medio de la técnica de salting out (Miller
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et al., 1988) con la modificacion propuesta por Riera et al. (2010) en los volimenes del
proceso para realizarlo a una escala micro. EI ADN obtenido se Re suspendio6 en buffer TE
1X pH 8.0 (Tris HCI 1 My EDTA 0,5 M) y se almaceno a 4°C hasta el momento del andlisis
El ADN extraido se cuantificé en un espectrofotometro (NanoDrop2000®, Massachusetts,
Estados Unidos) a densidades Opticas de 260 y 280 nm para verificar su concentracion,
asi como la calidad a través de la relacion 260:280, excluyendo muestras que no
cumplieran los estandares de calidad. Ademas, se realiz6 una PCR en muestras
seleccionadas al azar para el gen constitutivo bovino (receptor Toll-like 6), a fin de verificar

la ausencia de inhibidores.

3.2.5 Analisis molecular para la deteccion de BLV en bovinos

3.2.5.1. Controles

Como control positivo para las pruebas de PCR se utiliz6 una mezcla de ADN de
bovinos diagnosticados positivos serolégicamente por la técnica de ELISA y por PCR
para el gen env previamente diagnosticados por el grupo BIOGEM. Los controles
negativos se realizaron con una reaccion en ausencia de ADN y con ADN de un bovino
diagnosticado previamente por serologia y molecularmente como negativo a la

infeccion por BLV.

3.2.5.2. PCR anidada del gen env

Se realiz6 una PCR anidada para detectar el gen env del BLV en un volumen final de
25 pL. Ambas reacciones utilizaron las mismas concentraciones: 150 ng de ADN con
una concentracién de 6 ng/uL, 0,2 mM de dNTPs, 1 Ul de Taq polimerasa, 1X de buffer
con MgCI2,y 1,5 uL de 10 mM de cada oligonucleétido envFw y envRv (Fechner et al.,
1996) para la primera reaccion, y envFW2 y envRV2 (Fechner et al., 1996) para la
segunda reaccion (tabla 3-1).Las condiciones de reaccion para los dos ciclos de PCR
fueron: 5 minutos a 94°C, 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C, 1
minuto a 72°C y 5 minutos a 72°C. Al final de la segunda reaccidon se obtuvo un
fragmento de 444 pb del gen env del provirus de BLV que estaba integrado en el

genoma de los animales positivos.

Tabla 3-1. Cebadores utilizados para las PCR de diagnostico



80 Virus de la leucosis bovina en las lecherias de Antioquia: prevalencia molecular,

genotipos circulantes y factores asociados a su circulacién

NOMBRE SECUENCIA NUCLEOTIDICA Tamarfo de banda esperada
envFw TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA 598pb

envRv AACAACAACCTCTGGGGAGGGT

envFw2 CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT 444pb

envRv2 GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG

3.2.6 Andlisis estadistico:

Los resultados de la PCR se registraron en una base de datos de Excel, junto con la
informacion de los animales sometidos al muestreo. Los resultados de la PCR se
integraron en una base de datos de Excel con la informacion de los animales muestreados
(raza, numero de partos, regién y hato). La prevalencia se calculé utilizando los datos
obtenidos de la muestra haciendo uso de la férmula de prevalencia, que implica dividir el
namero de casos positivos entre el tamafio de la muestra. Se realizaron analisis
complementarios para evaluar la distribucion de la prevalencia molecular en funcién de
factores como la raza, el numero de partos y la ubicacién geogréafica haciendo uso de la
prueba de Chi-cuadrado (X?). La prueba se realizo utilizando el software R (version 4.0.0,
R Foundation for Statistical Computing), con un nivel de significancia de a = 0.05 Mediante

la funcion chisq.test() se determiné el estadistico X?, los grados de libertad (df) y el valor p

().

Para establecer la asociacion entre la raza y la presencia del BLV se agruparon las razas
y tipos raciales en: Holstein x Cruce: donde cruce puede ser: Rojo Vikingo, Ayrshire, BON,
Pardo Suizo, Normando, Angus, Otra raza pura: donde puede ser: Jersey, Ayrshire, BON,
Pardo Suizo, Rojo Vikingo y Otras razas: cuando hubo mas de tres cruces. Y se analizaron
a través un Odds ratio (OR) por medio de una tabla de contingencia 2x2. Se determino que
si el OR es mayor a 1 la raza o cruce tiene bajo riesgo de ser positivos al BLV y si el OR
es menor a 1 hay la raza o cruce tiene alto riesgo de ser positivo a BLV. Utilizando un nivel

de significancia de a = 0.05

3.2.7 Resultados y discusion:

El fragmento amplificado en la PCR anidada corresponde a la regiéon que codifica por la
proteina de superficie gp51 (Anexo 2), la cual es vital en el ciclo de infectividad del virus,

puesto que es responsable del reconocimiento del receptor y la unién del virus a la célula
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hospedera y por tanto es determinante para conocer el rango de hospederos que puede
tener el virus (Gao et al., 2020), los cebadores seleccionados para realizar la PCR anidada
del gen env han sido utilizados en diversos estudios de diagnéstico y genotipado del virus
desde 1996 debido a la baja variabilidad genética que tiene esta region en relacién con

otras regiones del genoma (Fechner et al., 1996; Polat et al., 2017).

Los resultados obtenidos en este estudio para los 575 bovinos pertenecientes a la lecheria
especializada de Antioquia muestran que la prevalencia molecular del virus de la leucosis
bovina en el departamento es 17,04% (Tabla 3-2), menor respecto a los resultados
obtenidos en estudios anteriores que estan en un rango entre el 47 y 76% (Corredor-
Figueroa et al., 2020; Ortiz et al., 2016; Usuga-Monroy, Echeverri-Zuluaga, et al., 2018b);
lo que puede deberse a que este es el primer estudio de extension que se realiza en la
region donde se muestrearon bovinos de diferentes componentes raciales (Holstein,
Jersey, Rojo Vikingo, Ayrshire y sus cruces Jerhol, trihibridos, entre otros), diferentes
grupos de edades (terneras, novillas, vacas en produccion) y diferentes regiones
geograficas del departamento; lo cual contrasta con los estudios realizados anteriormente
donde solo se tom6 como muestra la poblacion de una raza (Usuga-Monroy, Echeverri-
Zuluaga, et al., 2018a), un municipio y/o grupo de edad (Corredor-Figueroa et al., 2020;
Ortiz et al., 2016).

Tabla 3-2. Resultados de prevalencia molecular del gen env

RESULTADO N° ANIMALES PORCENTAIJE
NEGATIVA 477 82,96%
POSITIVA 98 17,04%

La baja prevalencia también puede ser el resultado de una mejora en las medidas
sanitarias en los hatos de lecheria especializada del departamento, la implementacion de
buenas practicas ganaderas y protocolos de bioseguridad en los hatos que previenen la
transmision del virus, como el uso de una aguja por animal, y que han mostrado ser
efectivas como estrategia de control para el BLV (Kuczewski et al., 2019). En Colombia
desde el 2012 se implement6 el pago de la leche cruda a los productores dependiente de
factores composicionales e higiénicos y se ha encontrado que esta medida ha sido efectiva

para estimular el progreso en los sistemas de produccién (Carulla & Ortega, 2016), lo cual
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esta directamente relacionado con el mejoramiento del sistema sanitario de los sistemas

de produccion y el manejo general de los animales en los mismos.

La prevalencia del BLV en los hatos fue del 71,7%, la cual se considera alta en
comparacion con la prevalencia encontrada en animales (17,0%). Estos resultados indican
gue en mas de la mitad de los sistemas productivos se tiene al menos un animal infectado,
lo cual aumenta el riesgo de que la infeccion pueda expandirse. Sin embargo, la prueba
de independencia de Chi Cuadrado (X?) revel6 que no existe una asociacion
estadisticamente significativa entre la prevalencia molecular y los hatos del estudio (X2 =
1378, df = 1352, p = 0.30). Este resultado resalta la importancia de mantener la vigilancia
en todos los sistemas de produccién con el fin de prevenir la propagacion del virus en la
region. Ademas, sugiere que la presencia del virus no esta relacionada de manera
significativa con los hatos en particular, lo que indica que existe un riesgo de que aumenten
el numero de infectados por contagio. Por lo tanto, es necesario evaluar qué factores
pueden aumentar o disminuir los riesgos de propagar la enfermedad en los sistemas
lecheros del departamento, se sabe que practicas como el uso de agujas compartidas para
la aplicacién de medicamentos son uno de los principales factores de riesgo para el
contagio de bovinos en los hatos (Kuczewski, et al., 2021; Ortiz et al., 2016) es importante
la transmision de la informacién a los productores creando asi estrategias de control que

permitan continuar con el progreso de este sector productivo.

En el departamento de Antioquia las principales razas que se encuentran en las lecherias
especializada son la Holstein y la Jersey, también es muy utilizado los cruces entre las
mismas con otras razas. Al analizar los datos de prevalencia segun los componentes
raciales, se puede inferir que este factor puede estar influyendo sobre los resultados
obtenidos, ya que hay razas como Holstein puro o su cruce con Ayrshire con altas
seroprevalencias (28,4 y 66,7%, respectivamente) y otras como Holstein Rojo y los
trinibridos que presentan seroprevalencias menores del 10% (9,1 y 0% respectivamente).
Hay antecedentes de que existen factores genéticos que pueden hacer a los animales
susceptibles o resistentes a enfermedades, un ejemplo de esto es el ganado BON donde

algunos estudios han determinado la resistencia/susceptibilidad de este ganado frente
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algunas infecciones virales como fiebre aftosa y estomatitis vesicular (LOpez-Herrera, et
al., 2000, 2002).

En el caso de la LEB, se ha observado que la prevalencia molecular del virus es menor en
BON en comparacion con los datos de razas puras (Herrera Hernandez et al., 2011,
Usuga-Monroy et al., 2018b). También se ha estimado que la heredabilidad de este factor
de susceptibilidad a la infeccion por el virus de la leucosis bovina entre las poblaciones
bovinas Holstein y Jersey es del 8%, lo que indica que la genética juega un papel
importante en la incidencia del BLV en las diferentes razas bovinas (Marawan et al., 2021).
Con el fin de analizar el factor racial, se combinaron varias categorias para determinar si
el factor racial influye o no en la infeccién por BLV. Estos resultados pueden servir de
precedente para estudios posteriores en los que se evalle esta hipétesis en profundidad.
Cabe anotar que los resultados obtenidos sobre la prevalencia de BLV en la lecheria
especializada de Antioquia para los diferentes componentes raciales no son suficientes
para hacer afirmaciones comparativas entre susceptibilidad/resistencia a la infeccion por

BLV debido al nimero de individuos para algunas razas.

Para establecer la asociacion entre laraza y la presencia de BLV, se hicieron las siguientes
agrupaciones: Holstein x Cruz, otras razas puras y otras razas cruzadas y se compararon
con la raza Holstein (Tabla 3-3). Se identificé que el componente racial (Holstein x Cross y
otras razas cruzadas) si influye en la probabilidad de no tener infeccion por BLV (p<0,05)
en comparacion con la raza Holstein. Por lo tanto, estos resultados muestran una tendencia
gue genera la hipétesis de que pueden existir razas con mayor resistencia a la infeccion
por el virus en la lecheria antioquefia, sin embargo, nuestros datos no permiten establecer

de manera individual cual o cuéles razas son mas resistentes a la infeccion por BLV.
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Tabla 3-3. Odds Ratio (OR) para otras razas y cruces con respecto a la raza Holstein.

Categoria OR! Intervalo de confianza (95%) Pr > Chisq
Holstein x (Cruce?) 2,4528 1,2739 4,7229 0,006*
Otras razas puras® 1,766 0,8145 3,8292 0,146
Otros cruces raciales* 2,4528 1,4608 4,1187 0,0005*

1 OR: odds ratio. Si OR > 1 hay asociacién con env-, si OR < 1 hay asociacién con env+.
2 Rojo Vikingo, Ayrshire, BON, Pardo Suizo, Normando, Angus.
3 Jersey, Ayrshire, BON, Pardo Suizo, Rojo Vikingo.

4 Mas de tres razas cruzadas.

Se ha descubierto que en el complejo mayor de histocompatibilidad bovino (BoLA), con un
papel fundamental en la presentacion de antigenos y la respuesta inmune del organismo
frente a la infeccion, existe una region genética (BoLA-DRB3) que influye en el desarrollo
de la infeccién por BLV (Lo et al., 2020; Notsu et al., 2022). La mayoria de los bovinos con
mutaciones especificas en el alelo (DRB3*009:02) mantienen cargas provirales
indetectables y estan positivamente relacionados con el desarrollo de linfomas (Lo et al.,
2020). La identificacion de estas variaciones genéticas asociadas a la resistencia a la
infeccion por BLV ayuda a desarrollar programas de control basados en la seleccion
genética de animales con estos genes (Andoh et al., 2021). Los estudios recomiendan la
evaluacion de este factor en bovinos BLV positivos y negativos de diarios en Antioquia
para determinar si es el factor determinante de la baja prevalencia molecular en la

poblacion estudiada.

Ademas, se ha encontrado que la asociacion entre los polimorfismos del gen BoLA-DRB3
y lainfeccién por BLV varia entre razas (Hernandez et al., 2018; Lo et al., 2021a), apoyando
la hipotesis de que algunas razas son mas susceptibles que otras a la infeccién por BLV.
Ademas, los factores ambientales también estdn relacionados con la
susceptibilidad/resistencia que pueda tener el ganado (Andoh et al., 2021). Por lo tanto, se
necesitan estudios mas profundos para probar esta hipétesis ya que, hasta ahora, solo los
animales heterocigotos para BoLA-DRB3 han demostrado tener ventajas contra la
infeccion por BLV independientemente de su raza (Hernandez et al., 2018; Lo et al.,
2021b).

Otro factor que puede ser determinante en los resultados de prevalencia a BLV del estudio

es la edad de los animales muestreados, otros estudios han encontrado que al ir
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aumentando la edad crece también el nimero de animales infectados (Murakami et al.,
2011; Sevik et al., 2015), se sabe que los terneros son menos propensos a estar
infectados, al ser la principal via de transmision del virus la iatrogénica en los sistemas de
produccion (Ruiz et al., 2018), es hasta después de los del primer parto donde las tasas
de prevalencia aumentan debido a que se incrementa la exposicién al virus, sin embargo,
se ha encontrado la presencia del virus en terneros lo cual es debido a que existe un riesgo
de transmision durante el parto y la gestacion y posteriormente con el consumo de calostro
y/o leche (Marawan et al., 2021; Murakami et al., 2011; Ruiz et al., 2018). Se debe tener
en cuenta ademas, que el inicio de la etapa de linfocitosis persistente en los bovinos
infectados ocurre generalmente antes de los 5 afios y después de eso entre los 5 y 8 afios
pasa al estadio de linfoma (Zyrianova & Kovalchuk, 2020), por lo que muchos bovinos
adultos pueden ser positivos a la infeccién viral, dando positivo en evaluaciones
seroldgicas, pero negativos a la prueba de deteccién molecular por PCR, ya que las células

positivas a BLV pueden estar secuestradas en los linfomas y no estar circulando en sangre.

Al detallar la positividad de las muestras del estudio por el nUmero de partos (figura 3-1)
se observa que al aumentar el nUmero de partos la tasa de positividad también se
incrementa, llegando al mayor porcentaje en el grupo de vacas de 4 a 6 partos (20,7%)
encontrando una correlacién entre el incremento en el nimero de partos y el riesgo de
infectarse con BLV, lo cual se puede deber por el aumento en la exposicion al virus que se
tiene en la etapa productiva sometiéndose continuamente a examenes médicos,

inseminaciones y procesos de ordefio (Mohammadi et al., 2011; Selim et al., 2021).

Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que los bovinos con mas de siete partos
presentan una menor positividad al BLV (figura 3-1) lo cual puede deberse a que los
bovinos de esta categoria presenten la infeccion en un estadio de linfoma en el cual se
presenta el secuestro de células infectadas en tejidos, dificultando la deteccion del virus
en los fluidos. Por otra parte es comidn que la mayoria del ganado en las lecherias
especializadas del pais sea descartado antes de llegar a los siete partos, debido a la
disminucion que comienzan a tener las caracteristicas productivas, es posible entonces
gue la prevalencia menor en este rango de partos se deba a que los animales que
contindan en el sistema después de los siete partos tengan buenas condiciones de salud

y su productividad ha sido eficiente en el transcurso de su vida; conociendo los efectos de
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la infeccion con BLV sobre las caracteristicas productivas y reproductivas, se debe
considerar la posibilidad que sean animales que no se infectaron con BLV durante su vida
productiva y por esto no han sido descartados.

Los resultados de la prueba de independencia de Chi-cuadrado maostraron que no existe
una asociacion estadisticamente significativa entre el nimero de partos y la prevalencia al
virus (X? = 1,7029, df = 3, p = 0.63). Esto implica que, en la muestra analizada, no hay una
relacion clara entre el nUmero de partos y la probabilidad de infeccién por el virus. Sin
embargo, la falta de una asociacién estadistica no implica necesariamente la ausencia de
una relacion causal o practica entre las variables, pueden existir otros factores en el
analisis que estén influyendo en los resultados. Es recomendable realizar un analisis mas
exhaustivo en el cual se considere mantener la proporcion de animales en cada categoria.
En este estudio no ser tuvo en cuenta esta variable para la seleccién de los animales
muestreados, lo cual pudo interferir generando una muestra no representativa en términos
de distribucion de los partos.

Figura 3-1. Positividad molecular para bovinos de los diferentes nimero de partos en la
lecheria especializada en el departamento de Antioquia.
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En el analisis de prevalencia molecular al BLV realizado en las tres zonas geograficas
donde se realizo el estudio, se observé que la zona de mayor prevalencia es el Valle de
aburra con un 21,0% de prevalencia, a pesar de ser la zona con menor porcentaje de

sistemas de produccién ganadera dedicados a la lecheria. La region Norte de Antioquia,
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presento la prevalencia molecular méas baja (15,6%), siendo la de mayor participacion en
la produccién de leche en el departamento. Por su parte el Oriente presentdé una
seropositividad molecular de 17,9% intermedia entre las otras dos regiones evaluadas.

A pesar de las diferencias entre las prevalencias de las regiones analizadas, los resultados
de la prueba de independencia de Chi-cuadrado maostraron que no existe una asociacion
estadisticamente significativa entre el origen geografico de las muestras y la prevalencia
molecular a BLV (X?= 0,81049, df = 2, p = 0,6668). Estos resultados indican que no hay
suficiente evidencia para afirmar que la prevalencia al virus varia significativamente entre
las diferentes regiones del departamento. Aunque en este estudio no se encontrdé una
asociacion estadisticamente significativa, se requiere una investigacion mas exhaustiva
para comprender mejor los factores que influyen en la variacion de la prevalencia al BLV

entre las tres regiones de Antioquia.

Si se analizan los resultados obtenidos en los 16 municipios evaluados en las tres regiones
(figura 3- 2), se puede observar que existe variabilidad en los resultados teniendo valores
desde el 7,1% (Carmen de Viboral de la region Oriente) hasta el 61,5% (Girardota de la
region Valle de Aburrd); sin embargo, se debe resaltar que no se pueden comparar estos
valores debido a que el disefio experimental se bas6 en la poblacién de cada region y no
de los municipios, pero es un resultado que debe ser tenido en cuenta para plantear futuros

estudios.

En el Valle de Aburra se encontré el municipio con la prevalencia mas alta Girardota
(Grafica 3-2 A), de los tres municipios evaluados en la region se observa que Medellin es
el de menor prevalencia a pesar de ser el que tiene la mayor poblacién bovina incluida en
el estudio para esta region. Por otro lado, en el Oriente (Grafica 3-2 B) se encontré el
municipio de Santuario con la mayor prevalencia (50%) en la regién con respecto a los
otros cuatro evaluados, pero también se encuentra el municipio con menor seropositividad
a BLV que es el Carmen de Viboral (7,1%). El Norte (Grafica 3-2 C) fue la regién donde
mas municipios se evaluaron (ocho), ya que es la region del departamento donde mas
lecheria especializada hay, teniendo la mayoria una tasa de prevalencia baja (entre 7,7 y
33,3%) comparada con los municipios de las otras regiones, en promedio la seropositividad
para esta region es del 17%, que es el mismo valor que tuvo la prevalencia molecular a

BLV parta todo el departamento. Estos resultados muestran que existe una variacion entre
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las diferentes zonas geograficas del departamento y seria necesario un estudio que evalué
esto y las posibles razones de estas diferencias.

Figura 3-2. Prevalencia molecular del virus de la leucosis bovina en municipios del
departamento de Antioquia A. Prevalencia molecular en los municipios del Valle de
Aburra B. Prevalencia molecular en los municipios del Oriente C. Prevalencia Molecular
en los municipios del Norte
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3.3 Conclusiones

El virus de la leucosis bovina es un patdgeno que se encuentra en la mayoria de los

sistemas lecheros especializados del departamento de Antioquia, generando pérdidas
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econdmicas a los productores. Por lo tanto, es necesario implementar medidas de control
y prevencion de esta enfermedad en el territorio. Los resultados de este estudio
contribuyen a la creacion de estrategias de control del BLV en la lecheria especializada de
Antioquia ya que se detectaron diferencias en la positividad molecular al BLV por numero
de partos (edad de las vacas), componente racial, hato, regiébn y municipio. Es necesario
identificar factores que contribuyan a disminuir la presencia del virus en el territorio para
optimizar este sector agropecuario de la economia en el departamento. Por lo tanto, futuros
estudios son necesarios para identificar con mayor detalle el comportamiento de este
patdgeno bajo las diferentes condiciones que existen en los sistemas de produccion
lechera de Antioquia, asi como la influencia que puedan tener los diferentes componentes

raciales.
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4.Capitulo 4: Analisis filogenético por medio
del gen tax del virus de la leucosis bovina
circulante en los sistemas de produccion
especializada de leche de Antioquia

Resumen:

El virus de la leucosis bovina (BLV) es un patégeno de gran importancia para la industria
lechera mundial, siendo causante de grandes pérdidas econémicas en el sector; este virus
por tener un genoma RNA presenta gran variabilidad genética y se han descrito 11
genotipos a nivel mundial con diferente infecciosidad, patogenicidad y virulencia, por lo que
es importante evaluar los genotipos circulantes en cada regibn para asociar esta
informacién con situaciones de riesgo. En este estudio se realizé un analisis filogenético
de veintidés secuencias parciales de 840 nucleétidos del gen tax, obtenidas de muestras
de bovinos positivos al virus de la leucosis bovina pertenecientes a sistemas de lecheria
especializada de Antioquia, ubicados en las tres regiones de la cuenca lechera del
departamento (Norte, Oriente y Valle de Aburra). Se realizé una PCR convencional del gen
tax en 80 muestras de bovinos identificados molecularmente como positivos a BLV por
PCR para el gen env; a los productos de PCR obtenidos de las muestras positivas se les
realiz6 secuenciacion (Sanger) y se utilizaron los métodos de Maxima Verosimilitud y
aproximaciones Bayesianas para establecer relaciones evolutivas. Se encontr6 que todas
las secuencias evaluadas pertenecen al genotipo 1 de BLV y que existen mutaciones
puntuales en las secuencias predichas de aminoacidos (S104L y V146A), que pueden ser
un punto de evolucion del virus a las condiciones medioambientales donde se encuentran
los hatos de lecheria especializada de Antioquia. Son necesarios mas estudios para
identificar si existe un efecto de estas mutaciones sobre el comportamiento del virus o el

desarrollo de la enfermedad.
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4.1 Introduccion:

El virus de la leucosis bovina (BLV) es el agente etioldgico de la leucosis bovina enzoética
(LBE), una enfermedad de importancia econémica en la ganaderia bovina debido al
impacto negativo que tiene sobre los parametros productivos y reproductivos de los
bovinos infectados (Bartlett et al., 2020); este virus pertenece a la familia Retroviridae,
genero Deltaretrovirus y se relaciona genéticamente con el virus linfotrépico humano de
células T tipo 1, 2y 3 (HTLV-1, HTLV-2 y HTLV-3) (Abdala et al., 2019). Al igual que otros
retrovirus, el BLV tiene dos copias de su genoma (ssRNA). Sin embargo, tanto el BLV
como el HTLV ademéas de los genes que codifican para las proteinas estructurales y la
polimerasa, poseen una region adicional que codifica proteinas accesorias entre las que
se encuentran Tax y Rex. Estas proteinas desempefan un papel crucial en los procesos
de regulacién transcripcional y postranscripcional del virus, siendo esenciales en el

proceso de infeccion y oncogenicidad (Pluta, Jaworski, et al., 2020).

El genoma del BLV es relativamente estable, encontrando similitudes mayores al 95%
entre secuencias completas del virus aisladas en diferentes lugares del mundo, siendo las
mutaciones encontradas relacionadas con el origen de la muestra principalmente, aunque
hay hipétesis de una presion evolutiva sobre el virus (Pluta, Willems, et al.,, 2020).
Actualmente han sido reportados doce genotipos del BLV agrupados en diferentes clusters
a partir de las secuencias nucleotidicas provenientes de diferentes regiones geograficas
(Selim et al., 2021; Sultanov et al., 2022), siendo los genotipos 1, 4 y 6 los de mayor
predominancia a nivel mundial (Polat et al., 2017). En Suramérica el BLV se encuentra
ampliamente distribuido, con presencia del virus en todos los paises donde se han
realizado estudios; en Colombia se han reportado los genotipos 1, 2, 3 y 6 circulando en
el territorio nacional (Benavides et al., 2016; Corredor-Figueroa et al., 2020; Usuga—
Monroy, Diaz, et al., 2018).

La disponibilidad de secuencias completas del BLV provenientes de los distintos genotipos
en todo el mundo puede definir la patogénesis dependiente del genotipo y la asociacion
entre la variabilidad genética en cada genotipo y su infectividad; previendo las diferencias

en sus funciones (Polat et al., 2017); en el caso del gen tax, que codifica para la proteina
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Tax es una de las regiones virales a la cual se le debe prestar mayor atencién debido a
sus funciones durante la replicacion viral y la progresiéon de la patogénesis (Pluta et al.,
2021).

El gen que codifica la proteina Tax se encuentra altamente conservado genéticamente
tanto para el BLV como para el HTLV-1, lo que indica la importancia de la proteina Tax
para la replicacion y propagacion del virus (Lairmore, 2014); aunque en comparativa con
los demés genes es una de las regiones mas polimorficas del genoma viral (Polat et al.,
2016). Se ha descrito que la proteina Tax es un activador transcripcional del genoma viral,
siendo esencial en el proceso de infeccion viral, se ha encontrado ademas que mutaciones
en la secuencia de este gen se asocian con el aumento del recuento de glébulos blancos
en el ganado infectado durante la etapa de linfocitosis persistente (Zyrianova & Kovalchuk,
2020) e incrementan la carga proviral y por tanto afectan la transmisibilidad del virus (Pluta,
Willems, et al., 2020). Sin embargo, a pesar de la importancia de esta proteina para el BLV
los estudios acerca de las variaciones genéticas que tiene esta region son pocos (Pluta,
Willems, et al.,, 2020; Zyrianova & Kovalchuk, 2020). Lo anterior sumado a estudios
recientes que han establecido el potencial zoonético del BLV a través de la identificacidon
de diferentes genes del provirus de BLV en muestras de tejido mamario humano tanto
benigno como maligno y en muestras de sangre (Buehring et al., 2014, 2019; LE et al.,
2020) demuestra la necesidad de profundizar en las funciones y mutaciones del gen tax
en el BLV. En este estudio se realizé un analisis filogenético del gen tax del BLV en vacas
naturalmente infectadas que pertenecen a lecherias especializadas del departamento de

Antioquia en Colombia.

4.2 Metodologia:

4.2.1 Aspectos éticos

Esta investigacion hace parte del macroproyecto “LEUCOSIS BOVINA EN LECHERIAS
DE ANTIOQUIA: EVALUACION DEL POTENCIAL ZOONOTICO Y DEL EFECTO SOBRE
DESEMPENO RE-PRODUCTIVO”, que cuenta con aval del Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad Nacional de Colombia “020-2020".

Para el desarrollo de proyecto no se requirié permisos o licencias; sin embargo, se cumplio
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en la ejecucion del proyecto la legislacién y otras normas reguladoras vigentes pertinentes
al mismo en materia de ética, normativa ambiental o acceso a recurso genético. Los
bovinos son animales domésticos por lo que no se requiere permiso para acceso a
recursos genéticos. Los permisos para la toma de muestras de sangre de los animales y
para la obtencion de la informacién requerida de cada hato, se tramitaron con los

propietarios de los hatos incluidos en la investigacion, quienes firmaron un consentimiento.

4.2.2 Disefio experimental

La poblacién de estudio estuvo conformada por 224.714 vacas en ordefio de lecheria
especializada tanto mecanica como tradicional de las regiones Valle de Aburrd, Norte y
Oriente de Antioguia, que son las regiones mayores productoras de leche del
departamento (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019). El tamafio de muestra
se calculé a partir de la poblacion de estudio, con una prevalencia molecular esperada del
47% (Usuga-Monroy et al., 2018b), un error relativo del 10% (es decir un error absoluto del
4,4%) y un efecto de disefio de 1,2; arrojando un tamafio muestral de 575 bovinos que se
distribuyeron en 16 municipios y 53 hatos de las tres regiones antes mencionadas, con
diferentes razas y cruces de bovinos lecheros. El numero de bovinos muestreado por hato
fue proporcional al tamafio muestra y al total de bovinos en el hato y se seleccionaron de

manera aleatoria.

4.2.3 Extraccion y Purificacion del ADN

A los 575 bovinos seleccionados de manera aleatoria, se les tomo una muestra de sangre
de la vena coccigea media, con una aguja calibre 18G con sistema al vacio vacutainer
(VACUETTE®) y tubos con EDTA como anticoagulante, para obtener el ADN de las células
nucleadas de sangre periférica. Todas las muestras se homogenizaron por inversion y se
trasladaron al laboratorio de biotecnologia animal de la Universidad Nacional de Colombia
sede Medellin bajo condiciones de refrigeracion (4°C). Las muestras se centrifugaron, para
obtener la capa de células blancas de las que se extrajo el ADN por medio de la técnica
de salting out (Miller et al., 1988) con una modificacion en los volimenes del proceso para
realizarlo a una escala micro (Riera et al., 2010). El ADN obtenido se resuspendi6 en buffer
TE 1X pH 8.0 (Tris HCI 1 My EDTA 0,5 M) y se almacen¢ a 4°C hasta el momento del

analisis. Para verificar la integridad del ADN extraido se corrié la muestra en un gel de
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agarosa al 1% que se tifié con SYBR-safe. Para verificar la concentracién de ADN extraido
se cuantificé en un espectrofotémetro (NanoDrop2000®, Massachusetts-United Stated) a
densidades Opticas de 260 y 280nm. A las 575 muestras se les realizo una PCR anidada
para determinar la presencia del gen env del BLV, resultando una positividad molecular del
17,04% (ver Capitulo 3 pag. 79), de las cuales se utilizaron 86 muestras con resultados
positivos de PCR para el gen env del BLV, y se les realiz6 PCR para el gen tax del BLV,

incluyendo animales de todos los hatos con resultados positivos para leucosis.

4.2.4 PCR para gen tax

La PCR para el gen tax se realiz6 en un volumen final del 25 uL con 150 ng de ADN 0.2
mM de dNTPs, 1X de buffer y 1.5 yL de 10 mM de cada oligonucleotido: taxFW y taxRV
(Tabla 4-1) (Usuga-Monroy, 2019). Las condiciones de reaccion fueron: 5 minutos a 94°C,
40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C, 3 minutos a 72°C y 5 minutos a
72°C. Al final de la reaccién se obtuvo un fragmento de 959 pb del gen tax del BLV que
estaba integrado en forma de provirus en el genoma de los animales positivos como

provirus (Anexo 3).

Tabla 4-1. Cebadores (Usuga-Monroy, 2019).

Cebador Secuencia

taxFw 5'-GGCCCCACTCTCTACATGC-3
taxRv 5'-CGGGAGAGCCATTCATTTT-3'

4.2.5 Andlisis de secuencias

En este estudio se secuenciaron 22 muestras del gen tax de bovinos infectados con BLV
provenientes de lecherias especializadas del departamento de Antioquia, teniendo cuidado
de incluir en los amplicones secuenciados muestras representantes de todos los hatos y
municipios positivos. Los productos de PCR del gen tax obtenidos de las 22 muestras de
bovinos positivas a BLV por el gen env, se enviaron para secuenciacion (Macrogen Inc.
Korea). A cada muestra se realizd secuenciacidbn Sanger en ambas direcciones del
genoma. Teniendo en cuenta el puntaje de calidad de las secuencias obtenidas se

generaron los contigs, los cuales se editaron y ensamblaron en el programa SegMan Pro
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(DNAStar Lasergene™) y MegAligment. Para la creacion de los dataset, para los analisis
filogenéticos se utilizo la herramienta BLAST, buscando encontrar la homologia que habia
entre las secuencias obtenidas y secuencias de referencia del BLV.

4.2.6 Analisis filogenético

Para el andlisis filogenético de la regiébn tax de BLV circulante en las lecherias
especializadas de Antioquia, las secuencias de este estudio se alinearon con 39
secuencias parciales de tax obtenidas de GenBank para la regidbn comprendida entre los
nucledtidos 7299 y 8139 del gen tax del BLV de los diferentes genotipos reportados, de las
cuales 18 pertenecian a un estudio anterior en el departamento de Antioquia con bovinos
de raza Holstein (Usuga-Monroy, 2019). Se debe aclarar que no se incluyeron secuencias
de los genotipos 5, 7, 8 y 11 de BLV dado que en el GenBank no hay disponibles
secuencias del gen tax para estos genotipos. Las secuencias se alinearon manualmente
en el software MEGA X V 10.2.6 ® (Kumar et al., 2018). En primer lugar, se realiz6 un
analisis de maxima verosimilitud utilizando el mejor modelo de sustitucion segun el criterio
de informacion de Akaike (AIC). Los valores de bootstrap se determinaron con 1000
repeticiones y solo los valores superiores al 70% se consideraron significativos. Se
construyo un segundo arbol filogenético mediante métodos bayesianos utilizando MrBayes
V 3.2.2. El modelo de evolucién que se utilizé se seleccioné segun los parametros de la
muestra, optando por el modelo de sustitucién general reversible en el tiempo con una
distribucion Gamma discreta de las diferencias de tasas entre los sitios (GTR+G) Se
tomaron muestras de arboles cada 1000 generaciones. El arbol consenso se obtuvo tras
descartar las generaciones iniciales después del 25%. Los arboles finales obtenidos por
ambos métodos se editaron en el software FigTree V1.4.4 ®. Las distancias medias de
nucledtidos dentro (intra-genotipo) y entre (inter-genotipo) genotipos de BLV también se

estimaron y compararon mediante el modelo de distancia p en MEGA XV 10.2.6.

4.2.7 Sustituciones de aminoacidos en la proteina reguladora Tax

Los alineamientos de las secuencias de aminoacidos parciales de la proteina Tax de las
secuencias del presente estudio se predijeron utilizando como herramienta MEGA X V
10.2.6. Se tomaron como secuencias de referencia para la alineacion las secuencias del

genotipo 1 utilizadas en la creacion de los arboles filogenéticos. Se buscaron, sustituciones
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aminoacidicas propias de los virus circulantes en la lecheria de Antioquia y se evalué si se
distribuian uniformemente en las tres regiones y los 16 municipios de estudio, o si las
sustituciones tienen asociacioén con regidn, municipio y/o raza de los bovinos. Se realizé
un andlisis de maxima verosimilitud eligiendo el mejor modelo de sustitucion segun el
criterio de informacion de Akaike (AIC). Los valores de bootstrap se determinaron con 1000

repeticiones y solo los valores superiores al 70% se consideraron significativos.

4.3 Resultados y discusion:

El oncogén tax de BLV codifica para la proteina Tax, la cual tiene una estructura de 309
aminodcidos y dentro de sus funciones incluye interferir en los mecanismos de reparacion
del ADN, evitar la apoptosis e inhibir los genes supresores de tumores (Gao et al., 2020).
Esta regién del genoma muestra una alta variabilidad genética, por lo cual no es utilizada

habitualmente para el diagnostico de la infeccion (Dao et al., 2018).

Estudios anteriores de prevalencia molecular del BLV utilizando diferentes genes han
mostrado que el diagnéstico mediante PCR por esta region del genoma es menos preciso
gue el obtenido mediante el gen env, encontrando un nimero menor de animales positivos
con tax, lo que puede llevar a falsos negativos (Canova et al., 2021; Corredor-Figueroa et
al., 2020; Usuga-Monroy, Diaz, et al., 2018), lo anterior es concordante con los resultados
obtenidos en este estudio donde se observo que solo el 45,3% (39 muestras de 86) de los
animales positivos a BLV por el gen env fueron también positivos por el gen tax. Lo cual

puede deberse a la variabilidad de esta region del genoma del virus.

La clasificacion del virus de la leucosis bovina en once genotipos se hizo sobre la base de
estudios filogenéticos del gen env, por lo cual se pueden encontrar discordancias al realizar
estudios filogenéticos con otras regiones del genoma como el gen tax (Dao et al., 2018;
Zyrianova & Kovalchuk, 2020). Sin embargo, se han reportado algunos problemas en la
caracterizacion de algunos genotipos con la amplificacion del segmento de 444pb del gen
env, lo cual cuestiona la eficiencia de esta region en los estudios filogenéticos (Buehring
et al., 2014), en un estudio realizado por Corredor-Figueroa (2020) se observo que el
andlisis filogenético de muestras utilizando la regién de 444pb del gen env todas las

secuencias se agrupan en el genotipo 1, pero al realizar el andlisis mediante el gen tax se
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encontré algunas de estas en el genotipo 6, lo cual corroboraron después al analizar una

region de mayor tamafio del gen env (Corredor-Figueroa et al., 2020).

Las mutaciones en el gen tax ademas de ser un marcador molecular importante para
estudios filogenéticos del virus, son relevantes para entender el desarrollo de la
enfermedad, pues se ha encontrado que tiene relevancia en la misma (Pluta, Willems, et
al., 2020; Zyrianova & Kovalchuk, 2020). En el presente estudio, se obtuvieron 22
secuencias parciales del gen tax del BLV, cada una con una longitud de 843 pares de
bases (pb) que corresponden a la regién que abarca desde el nucledtido 7296 hasta el

8139 del genoma viral.

El andlisis filogenético de estas permitid determinar que las 22 secuencias del gen tax
analizadas pertenecen al genotipo 1 (G1) del virus de la leucosis bovina (figura 4-1), donde
se muestra el arbol filogenético del gen tax obtenido por el método de maxima
verosimilitud, y que tiene una topologia similar al arbol filogenético obtenido por el método
bayesiano de la figura 4-2; para estos analisis se realiz6 un alineamiento con 39
secuencias parciales de la base de datos de GenBank con diferentes origenes geograficos
y 22 secuencias parciales aisladas de dieciséis municipios diferentes delas tres zonas
lecheras de Antioquia, Colombia obtenidas en el presente estudio y sometidas al GenBank
(Anexo 4).

El arbol filogenético obtenido por el método de Maxima Verosimilitud (figura 4-1) coincide
en las agrupaciones obtenidas mediante el método Bayesiano (figura 4-2), obteniendo en
ambos soportes de rama mayores al 70% en su mayoria. Se observa ademas que las 22
secuencias obtenidas en el estudio provenientes de bovinos de diferentes razas y cruces
raciales (Holstein, Jersey, Rojo vikingo, Ayrshire y jerhol) tienen una alta correlacién entre
si, agrupandose y formando sub clados dentro de las secuencias del genotipo 1, también
existe una cercania con las secuencias reportadas por Usuga-Monroy (2019) obtenidas
también en el departamento de Antioquia en un estudio realizado Unicamente con bovinos
de raza Holstein (OP328400 hasta OP328416 disponibles en GenBank).
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Figura 4-1. Arbol filogenético del gen tax del BLV por el método de Maxima Verosimilitud.
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La historia evolutiva del gen tax se reconstruyo utilizando el modelo GTR+G+l, que
incorpora diferencias de tasas entre sitios utilizando el modelo de Gamma discreta. Los
valores de Bootstrap (1000 réplicas) se representan cerca de los nodos. El arbol se
representa a escala, donde las longitudes de las ramas se miden en nimero de
sustituciones por sitio (Barra: 0,005 sustituciones por sitio). El andlisis se bas6é en una
combinacion de 39 secuencias parciales obtenidas de la base de datos de GenBank y 22
secuencias parciales aisladas en el presente estudio de 3 regiones (Norte, Oriente, Valle
de Aburrd) del departamento de Antioquia, Colombia sefalizados con (e). Los genotipos
(G) se indican con numeros al lado del nombre de la secuencia y se resaltan los clados
con diferentes colores en las ramas (naranja G1, verde G2, morado G3, rojo G6, azul G9,
rosado G10 y negro G4 [incluye solo una secuencial). El conjunto de datos utilizado para
construir el &rbol consta de 843 posiciones. Todos los analisis evolutivos se llevaron a cabo
utilizando MEGA X V.10.2.6.
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Figura 4-2. Arbol filogenético del gen tax del BLV obtenido por el método Bayesiano

.
. . e
? o b1 .
< zE & 2 8 3 o
- & O
h O h @ m S x & N °
> ¢ & = &8 E £ & & X
2 Iy % ‘n ! < 3 £ & 8)
a. o ® = g N T X 9 ~ ~
> ‘g TR N oo 3 g ¢ o P
< v, o 0 ‘a = C 8 @ o ¢ & o/ o
¢ T T RS I 2@ o & ¥ & N
G B % b 3 2R3BITISS LT
% %% RIS TISE L
. (S \ \¢& & ¢ @ o O O - v &
U, Ko T, G ’ §&F S 7 & 0
(C\o (7 b & \a
000, 8, a q_\o
e
2 «
o a (¥ o W
N W e
\(IS
A, 4 I\ L o\
A N
MEs "GU‘!y \ " ,)VPO
809_9 ~ Gy l’l%”
- WA Ag‘)') "0\
MF5009 “Gg 4806‘ -
¥_ChHina o FA2 .
.G10 SA.
LCt E‘(,QQGQG v

54849_Myap

- MAR_G1
e HE967301_URUGUAY_G1
LC154848_MYANMAR_G10 e
HE967302_URUGUAY 01
o Op 414484 _BELLO =

2 ] LCosogss p
15 GEVMIRA ’ G ~"ARAOY o
e OPAYMTE- 4.0 32849 e
" / -
) ye gt % 3 Pd2g, o o
2005~ S\ p
w0 e TN , P20, Ol
X - 900 o L AN %, Y0 o 4.0y
0?‘ (,\Q’\ D @* </"\\‘ o) "0; 3 ol‘/
. #q
e \‘%% ¢ QQ‘ ] —" % ﬂu))& 7 9§
o O San. ~ -~ J¢
09 Ly ‘,\\‘ Q(’f (;9“ “' ,}x ”."w o 2 v, e 44~4 Q ’
. o o’ g O 2. 4?) L5 \@% 4
. / & t’l‘ Q, ) 06‘
w & @ Q ?) % \ @)) ~Gy
& @ &2 0% B T & B
. ) P B I e % B % R e
7 \% & & N e w0 @ % & ' 2 & 2 4
» ¥ IR ERRE BT ™
q‘\\ {\b/ C‘:‘ g, g é) = 5' BoR e B \‘)‘p ‘z% 4&9 NG,
S > ¥ o &0 8T RS T T £
TS FSEiiiELY R B
) (S R iy [T T - S ER>) & )
. L - d = < \ "
§ F 8338 % %5 ° *
v 2
¢ F § N JdE B B OB S
s = 5 ‘e »
L] o <~ - \
e 8 8 O 2 .
& & ~

Se utilizé el modelo de sustitucién general reversible en el tiempo con una distribucién
Gamma discreta de las diferencias de tasas entre los sitios (GTR+G Los valores de
Bootstrap (1000 réplicas) se muestran cerca de los nodos. El &rbol esta dibujado a escala,
con longitudes de rama medidas como el nUmero de sustituciones por sitio (Barra: 0,005
sustituciones por sitio). El andlisis se bas6 en una combinacion de 39 secuencias parciales
obtenidas de la base de datos de GenBank y 22 secuencias parciales aisladas en el
presente estudio de 3 regiones (Norte, Oriente, Valle de Aburrd) del departamento de
Antioquia, Colombia sefializados con (e). Los genotipos (G) se indican con numeros al lado
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del nombre de la secuencia y se resaltan los clados con diferentes colores en las ramas
(naranja G1, verde G2, morado G3, azul G9, rosado G10 y rojo G6, gris G4). Los
fragmentos usados para obtener el arbol tenian un total de 843 posiciones en el conjunto
de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en Mr Bayes V3.2.2. y el arbol final se
editdé en FigTree V1.4.4.

En ambos arboles filogenéticos se resaltan dos subclados del G1 (figuras 4-1y 4-2), el
primero resaltado con color verde el cual incluye cuatro secuencias (OP414480,
0OP414490, OP414491 y OP414479) de este estudio junto con tres secuencias obtenidas
por Usuga-Monroy (OP328415, OP328414 y OP328401) todas obtenidas de las zonas del
Norte y Valle de Aburra del departamento de Antioquia, por lo cual se podria considerar
como un nuevo subtipo del genotipo 1 teniendo en cuenta los soportes de rama (85%) en
MV y (100%) en Bayesiano. El otro subclado resaltado con color amarillo ubica 12 de las
muestras del estudio junto con una secuencia reportada en el Genbank obtenida de
Vietnam, las muestras son de las tres regiones de estudio (Norte, Oriente y Valle de
Aburrd), por lo cual es comun en el departamento este subgrupo del genotipo, sin embargo,
se debe realizar un analisis mas extenso en el cual se incluyan secuencias de diferentes
regiones geograficas y diferentes tipos de sistemas de produccion bovina para una
conclusion acerca del origen de esta agrupacion y si se podria clasificar verdaderamente

como un subgrupo del genotipo.

A partir del alineamiento mdltiple de los nucleétidos de las 22 secuencias obtenidas en el
estudio se determinaron las distancias genéticas pareadas netas (p), las cuales fluctuaron
entre 0.000 y 0.007 con un promedio de 0.003, estas distancias son un estimador de la
tasa de mutacion de la poblacién y una medida estandar de variacion (Anexo 5). Existen
cinco secuencias entre las cuales se encontré la mayor diferencia en la secuencia de
nucleotidos, estas fueron OP414472, OP414479, OP414480, OP414484 y OP414486; sin
embargo, estas se encuentran agrupadas en los clados comunes y solo la OP414480 esta
dentro de un subclado por lo cual se debe analizar el tipo de mutaciones que resultan en

esta distancia genética.

Una parte esencial de un estudio filogenético es el andlisis de las variaciones en el perfil
de amino&cidos de la proteina, debido a que se ha demostrado que mutaciones en su

secuencia aminoacidica pueden traducirse en cambios en la estructura secundaria y
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terciaria de la proteina y pueden conllevar cambios en la patogenicidad del virus y la
evolucion de la enfermedad, sin embargo, a pesar de la importancia de esta proteina para
la patogénesis del BLV los estudios acerca de las variaciones genéticas que se conocen
son muy pocos (Pluta, Willems, et al., 2020; Tomiyasu et al., 2021; Zyrianova & Kovalchuk,
2020) y este es el primer reporte de variacidbn aminoacidica de la proteina Tax de muestras
de la lecheria especializada de Colombia. Para el gen tax del BLV la Tabla 4-2 presenta
los resultados de cambios aminoacidicos en las diferentes regiones de la proteina

reportados.

Con el objetivo de identificar posibles variaciones significativas en el perfil de aminoacidos
de las muestras analizadas en el estudio, se realizé un alineamiento de las secuencias
parciales de aminoacidos de las 22 muestras de este estudio, junto con 17 secuencias de
ganado Holstein puro de Antioquia del afio 2017 reportadas por Usuga-Monroy et al.
(2018), una de Uruguay y una de Paraguay pertenecientes al G1; el andlisis incluyo un
total de 246 aminoacidos, ubicados en la region comprendida desde el aminoacido 18
hasta el 298 de la proteina Tax del BLV (Figura 4-4). Se observé que algunas muestras
obtenidas en este estudio presentaban dos mutaciones de interés en la proteina Tax del
virus de la leucosis bovina. En la posicién 104, se encontrdé un cambio de Serina a Leucina
(S104L) el cual se reportd en tres secuencias, y en la posicion 146, se hallé un cambio de
Valina a Alanina (V146A) en cuatro de las secuencias del estudio y en tres de las
secuencias reportadas por Usuga-Monroy (2018) pertenecientes al departamento de
Antioquia (Anexo 6).

La primera mutacién S104L se encuentra cerca a uno de los dos sitios de fosforilacion
ubicado en la serina de la posicion 106 (Figura 4-4). Aunque estos sitios de fosforilacién
no son cruciales para la funcion de la proteina en los procesos de transactivacion in vivo
(Twizere et al., 2000), una alteracion aminoacidica cerca de esta posicion puede afectar la
estructura de la proteina favoreciendo o no el proceso de fosforilacion lo cual puede tener
efectos en el desarrollo de la infeccion. En este caso el cambio se da por un aminoacido
de mayor tamafo y de diferente polaridad siendo un posible punto de interferencia en el
proceso de fosforilacién de la proteina. Al analizar el origen de las secuencias con esta
mutacién se encontrd que todas provenian de la misma region (Valle de Aburrd), asi mismo
todas corresponden al componente racial F1 Jersey x Holstein (Jerhol), por lo cual puede

existir un nexo entre las secuencias obtenidas, la raza y la procedencia; ademas se puede
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observar que estas secuencias se agrupan en el subclado resaltado con verde en las
figuras 4-1 y 4-2, siendo cercanas genéticamente y separandose del resto de las

secuencias de este mismo grupo.

Tabla 4-2. Recopilacion de resultados obtenidos en estudios anteriores de las
implicaciones de algunas sustituciones aminoacidicas en la secuencia de la proteina Tax

L . - Efecto encontrado de la sustitucién )
Sustitucién aminoacidica . L Referencia
aminoacidica

Disminuyd el recuento de glébulos blancos

. Zyri
E51G en el ganado infectado durante la etapa de yrianova &
. L : Kovalchuk, 2020
linfocitosis persistente
R43K, F178Y, Probablemente asociadas a una baja carga

V212l, 1246T, F249L viral en el estadio de linfocitosis persistente Pluta etal., 2021
Estimula la actividad como transactivador

. N Tajima & Aida, 2000
de la proteina y por tanto la replicacion viral

R73Q/V1461/S240T y en
la region 240-260
Se correlaciona con el periodo de
P233 junto con A95V incubacion de la enfermedad para el Inoue et al., 2013
desarrollo de tumores
Anula la actividad de transactivacién y no
S240P permite la replicacién viral en células Tajima & Aida, 2002
ovinas

Aumenta la transcripcién de los genes

D247G . ; Tajima et al., 2003
virales y de C-fos un protooncogén celular
C257Y/G, D258N, Asociadas a un incremento en la carga Pluta, Willems, et al.,
T69M/A, L141V proviral de los animales infectados 2020

. - . L Durkin et al., 2016;
£303K Perdida de eﬂuenug enllla actividad de Van Den Broeke et al.,
transactivacion 1999

La mutacién V146A se identificé en cuatro secuencias de la proteina Tax en el presente
estudio. Adema4s, esta misma sustitucion aminoacidica se encontré en pero también en
tres muestras procedentes del estudio previo realizado envacas Holstein puras del
departamento de Antioquia por Usuga-Monroy, et al. (2019). En este se da una sustitucion
de la Valina un amino&cido esencial, soluble en agua de masa molar de 117,151 g/mol por
Alanina, que es el aminoacido mas pequefio después de la glicina (89,09 g/mol) y se
clasifica como hidrofébico. Esta sustitucion de un aminoacido esencial por uno no esencial
de menor tamafio y con una afinidad diferente por el agua puede alterar de forma drastica

la estructura secundaria y terciaria de la proteina Tax. Las regiones de origen de las
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muestras que presentaban esta mutacion son el norte y Valle de Aburra. Sin embargo, no
cabe descartar que pueda presentarse en todo el territorio debido a que el tamafio muestral
para este andlisis no permite concluir lo contrario. De igual manera, los datos no permiten
establecer si existe alguna asociacion entre el componente racial y los resultados debido

a que las muestras estudiadas no estaban clasificadas.

Un estudio realizado por Tajima & Aida (2000), revelo una correlaciéon entre la sustitucion
de la valina en la posicién 146 por una isoleucina (V146l) en la proteina Tax del BLV, y un
aumento en la actividad de transactivacion de la proteina. Este incremento en la actividad
de transactivacion conlleva a una mayor transcripcion y produccion de particulas virales.
Debido que las sustituciones encontradas en este estudio se ubicaron en la misma posicion
(V146A), resulta relevante evaluar los posibles efectos del cambio del amino&cido de valina
por alanina en esta posicion, pues aunque ambas modificaciones implican un cambio en
el aminoacido en la posicion 146, la introduccién de alanina en lugar de isoleucina puede
tener consecuencias diferentes en la funcion y actividad de la proteina Tax.

Figura 4-3. Diagrama de la estructura de la proteina Tax del virus de la leucosis bovina

Region analizada

1 18 30 c4 Tns x 157 157 208 240 2EC 293 309

51 53

a: dedo amino terminal de zinc, b: dominio de activacién rico en leucinas, ¢: dominio
multifuncional, P: sitio de fosforilacién, S1: sustituciéon aminoacidica S104L, S2:
sustitucion aminoacidica V146A

Los resultados del perfil de aminoacidos con las sustituciones (Anexo 6) se corroboraron
al realizar un arbol filogenético con las secuencias de aminoacidos obtenidas en el estudio
y las secuencias que se tenian de referencia del GenBank para el genotipo 1 (figura 4-5),
se observOo que hay dos clados en el grupo que vienen dados por las mutaciones
mencionadas anteriormente S104L (subclado de color verde) y V146A (subclado de color

fucsia). Aparte de esto, se observa que la secuencia proveniente de Estados Unidos
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(EF428061) la cual se alinea en un clado aparte de las demas sefialado en la figura con
color azul, esto se da al tener dos mutaciones en su secuencia aminoacidica unicas para
este genotipo. Este arbol filogenético permite identificar con mayor detalle las secuencias
relacionadas al tener sustituciones aminoacidicas similares, son necesarios mas estudios
donde se realice un seguimiento de estas mutaciones encontradas (S104L y V146A) para
ver si pueden tener correlacién con un cambio en la capacidad tumoral del virus o en el

desarrollo de la enfermedad.

Figura 4-4. Arbol filogenético de la evolucion de la proteina tax del BLV para el genotipo
1 por el método de Maxima Verosimilitud utilizando el modelo JTT con una distribucién
Gamma discreta de las diferencias de tasas entre los sitios.
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La historia evolutiva de la proteina Tax se reconstruyo utilizando el modelo JTT (Jones-
Taylor-Thornton). Los valores de Bootstrap (1000 réplicas) se representan cerca de los
nodos. El &rbol se representa a escala, donde las longitudes de las ramas se miden en
namero de sustituciones por sitio (Barra: 0,005 sustituciones por sitio). El analisis se baso



11¢ Virus de la leucosis bovina en las lecherias de Antioquia: prevalencia molecular,

genotipos circulantes y factores asociados a su circulacién

en una combinacién de 24 secuencias parciales obtenidas de la base de datos de GenBank
y 22 secuencias parciales aisladas en el presente estudio de 3 regiones (Norte, Oriente,
Valle de Aburra) del departamento de Antioquia, Colombia sefializadas con (e). Se tuvo un
total de 269 aminoacidos involucrados en el conjunto de datos final. Todos los analisis
evolutivos se llevaron a cabo utilizando MEGA X V.10.2.6. Se resalta con verde el clado
con las secuencias que tienen la mutacién S104L y con rosado las secuencias con la
mutacion V146A. Todos los andlisis evolutivos se llevaron a cabo utilizando MEGA X
V.10.2.6 y el &rbol final fue editado en FigTree V1.4.4.

4.4 Conclusiones

El diagnéstico molecular de bovinos infectados con el BLV mediante el marcador tax
present6 un menor nimero de animales positivos que el realizado mediante el gen env, sin
embargo, este gen exhibe mutaciones que hacen deseable el estudio de su evolucién
genética. El gen tax es util en la identificacion de los diferentes genotipos del virus de la
leucosis bovina, siendo ademas importante el seguimiento de mutaciones en esta region
debido a la influencia que tienen en el desarrollo de la enfermedad y la virulencia; no
obstante, se propone a futuro realizar el analisis filogenético utilizando las secuencias del
gen env para corroborar gue indudablemente las muestras corresponden al genotipo y que
la region utilizada en este estudio sirve como marcador molecular para los analisis

filogenéticos del BLV.

Segun los resultados de este estudio, en las lecherias especializadas del departamento
Antioquia existen actualmente dos posibles sub variantes del genotipo 1 del BLV
circulando, las cuales involucran cambios en el perfil de aminoacidos de la proteina tax del
BLV, encontrando el cambio aminoacidico S104L relacionada con la zona del Valle de
Aburréa del departamento y el componente racial Jerhol, ademas del V146A que circula en
las regiones Norte y Valle de Aburrd, sin asociacion a algun componente racial, es
importante entonces realizar un estudio con mayor profundidad acerca de los posibles
efectos que pueden tener estos cambios aminoacidicos en la patogenicidad viral y el

desarrollo de la enfermedad en los bovinos.
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5.Capitulo 5: Factores de riesgo y proteccion
para circulacion del virus de la leucosis
bovina en las lecherias especializadas de
Antioquia

Resumen:

La leucosis bovina enzodtica es una enfermedad que afecta los bovinos de los sistemas
de produccion de lecheria especializada, siendo responsable de grandes pérdidas
econdémicas a nivel mundial. El departamento de Antioquia (Colombia) es el principal
productor de leche a nivel nacional por lo cual es importante fomentar medidas que
contribuyan al crecimiento y sostenibilidad de estos productores. En este estudio se
establecieron factores de riesgo y de proteccién a la positividad para el virus de la leucosis
bovina en las lecherias especializadas de las regiones Norte, Oriente y Valle de Aburra del
departamento de Antioquia, para lo cual se realizé en 53 hatos una encuesta basada en 5
ejes de conocimiento, ademas en los mismos hatos se determiné la prevalencia molecular
del virus mediante la deteccion por PCR anidada del gen env del virus, se calcularon Odds
Ratio (OR), que es la medida de asociacion entre el factor evaluado y la positividad del
hato, estableciendo asi factores de riesgo y de proteccién. Se obtuvo que el proceso de
inseminacion artificial (con semen sin conocer estatus microbioldgico), el acceso de los
animales de compafiia a todo el predio, el ordefio mecanico y el uso de bebedores del tipo
movil son factores de riesgo a la infeccion (OR > 1y p < 0,005); mientras que como factores
de proteccion se encontraron el uso de desinfectantes con alcoholes, yodo y agentes
alquilantes como principio activo y la implementacion de sistemas de pediluvio (OR <1y p
< 0,005). Es importante implementar en los sistemas de produccién practicas que
contribuyan al control de la leucosis bovina enzodtica en el departamento, comenzando
por las encontradas en este estudio y en otros con el fin de disminuir las pérdidas

economicas generadas por esta enfermedad y tener un avance en la produccion.
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5.1 Introduccion:

El virus de la leucosis bovina (BLV) es un patégeno que produce la enfermedad Leucosis
Bovina Enzoodtica (ELB), la cual se encuentra distribuida mundialmente con mayor
incidencia en los hatos de lecheria especializada debido al manejo intensivo de los
animales en estos sistemas de produccion (Gutiérrez et al., 2020). EI BLV es un retrovirus
gue tiene como célula diana los linfocitos B CD5+ de los bovinos, una vez se da la infeccion
el virus integra su ADNc de manera aleatoria y permanente en el genoma de la célula
hospedera, quedando en forma de provirus; en la mayoria del ganado la infeccién no
presenta sintomas clinicos, solo un 30% de los animales infectados desarrolla linfocitosis
persistente lo cual es un aumento en el nimero de linfocitos circulando en sangre, solo
entre un 1- 5% de los bovinos llega a desarrollar linfomas, pero las infecciones subclinicas
producen grandes pérdidas econémicas en el hato lechero.

La LBE es una enfermedad de importancia para el comercio internacional segun la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) (Polat et al., 2017; Ruiz et al., 2018),
genera pérdidas econdémicas estimadas en $525 millones de délares debido a la reduccién
en la produccion de leche, el aumento gastos en insumos médicos por infecciones
secundarias y la reduccion de la longevidad (Bartlett et al., 2020; Kuczewski et al., 2019;
Ohno et al., 2015), por lo cual la vigilancia epidemiolégica y la busqueda continua de

estrategias de control para el BLV son esenciales para el sector agropecuario.

El BLV se encuentra a nivel mundial con una prevalencia que oscila entre el 30 y 70%,
exceptuando en algunos paises de la unidon europea donde se logré erradicar el virus
mediante estrictos programas de control (Abdala et al., 2019). En Sur América se han
encontrado niveles relativamente altos de BLV en la mayoria de los paises, las tasas de
infeccion de BLV en Chile, Bolivia, Peru, Venezuela, Uruguay y Colombia estan entre el 19

y 54% en animales, y el 67% y 100% de prevalencia en los hatos.

La transmisién del virus se da mediante la transferencia de célula infectadas de un animal
positivo a uno negativo, siendo la principal via de infeccién la horizontal causada por
procedimientos iatrogénicos como el descorné, la marcacion, la vacunacion, palpacion,
entre otras practicas de manejo comunes en los sistemas de produccion lecheros; se ha
encontrado también que insectos hematéfagos pueden ser vectores del virus y por tanto

fuente de infeccién (Hopkins & DiGiacomo, 1997; Kuczewski, Orsel, et al., 2021); la
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transmisién vertical se puede dar pre y posnatal siendo posible la infeccién en el utero,
durante el parto o durante la lactancia (Ruiz et al., 2018). Desde 1997 se han implementado
diferentes modelos para controlar la diseminacion del virus, teniendo hasta el momento
tres estrategias definidas para esto 1) la eliminacién de los animales infectados, una
propuesta econémicamente inviable en la mayoria de los casos, 2) la segregacion del
ganado positivo que implica testear continuamente a los animales y 3) la implementacién

de buenas practicas ganaderas (Kuczewski et al., 2019; Kuczewski, Orsel, et al., 2021).

Se han realizado diversos estudios identificando factores de riesgo a la infeccion con BLV
en sistemas de produccion, para estos analisis se utiliza comunmente el Odds Ratio (OR)
el cual es la medida de asociacién entre el factor de riesgo y la enfermedad (Norton et al.,
2018), se ha reportado que factores como reutilizar agujas y guantes de palpacion, no
desinfectar el material quirargico, la presencia de hemoparasitos, el sistema de pastoreo y
la inseminacion artificial son factores de riesgo para la infeccién con BLV (Bartlett et al.,
2014; Ohno et al., 2015; Selim et al., 2021), mientras que la alimentacién con calostro de
la madre, el uso de suplementos nutricionales y el ordefio manual son factores de
proteccion (Ohno et al., 2015; Ortiz et al., 2016); esta informacién ha permitido implementar
medidas de control o prevencion para el virus en sistemas de produccién de Estados
Unidos donde se encontrd que es una estrategia efectiva para reducir la prevalencia del

BLV si se sigue rigurosamente (Bartlett et al., 2014).

Es importante entonces el desarrollo de estrategias de control efectivas para el BLV que
se adapten a las necesidades y desarrollo de la industria de cada region, en este estudio
se realizé una encuesta en 53 hatos para determinar las practicas comunes realizadas en
los sistemas de lecheria especializada del departamento de Antioquia en Colombia,
buscando establecer factores de riesgo y de proteccion para la infeccién con el virus de la
leucosis bovina en la region y asi contribuir en la implementacion de una estrategia de

control que favorezca a los productores, la economia local y la sanidad de los predios.
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5.2 Metodologia:

5.2.1 Aspectos éticos

Esta investigacion hace parte del macroproyecto “LEUCOSIS BOVINA EN LECHERIAS
DE ANTIOQUIA: EVALUACION DEL POTENCIAL ZOONOTICO Y DEL EFECTO SOBRE
DESEMPENO RE-PRODUCTIVO”, que cuenta con aval del Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad Nacional de Colombia “020-2020".
Para el desarrollo de proyecto no se requirié permisos o licencias; sin embargo, se cumplio
en la ejecucion del proyecto la legislacion y otras normas reguladoras vigentes pertinentes
al mismo en materia de bienestar animal, ética y normativa ambiental. Los bovinos son
animales domésticos por lo que no se requiere permiso para acceso a recursos genéticos.
Los permisos para la toma de muestras de sangre de los animales y para la obtencion de
la informacion requerida de cada hato, se tramitaron con los propietarios de los hatos

incluidos en la investigacién, quienes firmaron un consentimiento.

5.2.2 Diseflo experimental

La poblacion de estudio estuvo conformada por 575 vacas lecheras de diferentes razas y
cruces de razas pertenecientes a 53 hatos de lecheria especializada de las regiones Valle
de Aburra, Norte y Oriente de Antioquia. Los 575 bovinos se tomaron de la siguiente
manera, el 80% de bovinos fueron seleccionados de 43 hatos que hacen parte del
programa de control lechero de Colanta, y el 20% adicional se tomaron de una muestra de
10 hatos que no estan en el programa de control lechero de Colanta, al interior de cada
hato los bovinos se seleccionaron de forma aleatoria y la cantidad fue proporcional al total

de bovinos en el hato.

5.2.3 Toma de muestras de sangre

La toma de muestras de sangre se realiz6 de la vena coccigea media, con una aguja calibre
18G con sistema al vacio vacutainer (VACUETTE®) y tubos con EDTA como
anticoagulante, para obtener el DNA de las células nucleadas de sangre periférica. Todas
las muestras se homogenizaron por inversién y se trasladaron al laboratorio de
Biotecnologia animal de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin bajo

condiciones de refrigeracion (4°C).
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5.2.4 Extraccion de ADN:

las muestras de sangre con anticoagulante se centrifugaron, para obtener la capa de
células blancas de las que se extrajo el ADN por medio de la técnica de salting out (Miller
et al., 1988) con una modificacion en los volumenes del proceso para realizarlo a una
escala micro (Riera et al., 2010). EI ADN obtenido se re suspendi6 en buffer TE 1X pH 8.0
(TrisHClI 1 My EDTA 0,5 M) y se almacenaron a 4°C hasta el momento del analisis. Para
verificar la integridad del ADN extraido se corrié la muestra en un gel de agarosa al 1%
gue se tifid con SYBR-safe. Para verificar la concentracion de ADN extraido se cuantificd
en un espectrofotbmetro (NanoDrop2000®, Massachusetts-United Stated) a densidades

Opticas de 260 y 280nm.

5.2.5 Analisis molecular por PCR anidada del gen env para la
deteccion de BLV en bovinos
La PCR anidada para detectar el gen env del BLV se realizé en un volumen final del 25 pL
con 150 ng de ADN, 0,2 mM de dNTPs, 1 Ul de Taq polimerasa, 1X de buffery 1,5 uL de
10 mM de cada oligonucle6tido envFw y envRv (Fechner et al., 1996), para la primera
reaccion y envFW2 y envRV2 (Fechner et al., 1996) para la segunda reaccion (tabla 5-1).
Las condiciones de reaccién para los dos ciclos de PCR fueron: 5 minutos a 94°C, 40 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C, 1 minuto a 72°C y 5 minutos a 72°C. Al final
de la segunda reaccion se obtuvo un fragmento de 444 pb del gen env del provirus de BLV

gue estaba integrado en el genoma de los animales positivos.

Tabla 5-1. Cebadores utilizados para las PCR de diagnostico
NOMBRE SECUENCIA NUCLEOTIDICA Tamafio de banda esperada

envFw TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA 598pb
envRv AACAACAACCTCTGGGGAGGGT
envFw2 CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT 444pb

envRv2 GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG
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5.2.6 Encuesta de factores asociados para infeccion por BLV en
bovinos

Para la identificacion de los factores asociados positiva 0 negativamente a la positividad
molecular a BLV del hato, se realizé una encuesta de 51 preguntas que involucran 5 ejes
principales: 1. conocimiento de la LBE; 2. manejo del material usado para los servicios,
chequeos reproductivos e intervenciones quirdrgicas; 3. manejo de otras especies
animales que existan dentro del hato; 4. aspectos referentes al personal del hato y
certificacion del predio y 5. aspectos de manejo nutricional y sanitario de los animales.
Todas las encuestas fueron digitalizadas en hojas de calculo, asignandoles una calificacion
de cero cuando la respuesta a una pregunta sea negativa y uno cuando sea positiva
(Anexo 1).

5.2.7 Analisis estadistico para factores asociados para infeccion
por BLV en bovinos:

Los datos obtenidos con las encuestas y de los procesamientos de las muestras fueron

integrados en una sola base de datos que fue construida en Excel, depurada de modo que

finalmente se tuvo informacion sélida para los analisis. Las caracteristicas cualitativas de

los bovinos se resumieron en frecuencias absolutas y relativas, ésta Ultima en el caso de

la positividad molecular y de la presencia de algunas condiciones.

La base de datos depurada se procesé mediante el paquete de software estadistico Epi
Info V.7.2.5.0® (Centers for Disease Control and Prevention; Atlanta, Georgia). Los
factores determinantes se calcularon utilizando la razén de prevalencia (RP). Las variables
dependientes utilizadas fueron los resultados del diagnéstico molecular por PCR, mientras
gue las variables independientes utilizadas fueron todos los factores determinantes
establecidos en la encuesta estructurada que se realizé en los hatos. A continuacion, estos
factores se utilizaron para construir el modelo final mediante un andlisis de regresion
logistica para determinar tanto los factores de riesgo como los de proteccion contra el BLV;
las variables con un Odds Ratio (OR) > 1y p < 0.05 se consideraron factores de riesgo,
mientras que aquellos con un OR < 1y p < 0.05 se consideraron factores de proteccion.
Un OR de 1 indica que no hay asociacion positiva ni negativa entre la variable y la infeccion

por BLV. Se estimaron ademas intervalos de confianza del 95%. Se estableci6 positividad
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total para la lecheria antioquefia, por region, por raza, por edad y por numero de partos, y

se determinaron los factores asociados en cada uno de esto niveles.

5.3 Resultados y discusion:

Los resultados de prevalencia molecular en los sistemas de lecheria especializada
evaluados son de un 75,5%, es decir que 40 de los 53 hatos tenian al menos un animal
infectado con BLV; estudios anteriores realizados en el departamento de Antioquia habian
encontrado una prevalencia del 100% en hatos, a diferencia de la presente investigacion
estos solo evaluaron un municipio y Unicamente muestrearon animales en produccién
(Corredor-Figueroa et al., 2020; Ortiz et al., 2016), siendo entonces este el primer estudio
de extensién donde se evallan diferentes regiones, razas y edades productivas de los

sistemas de lecheria especializada del departamento.

Los resultados de las asociaciones de factores individuales de los bovinos con los datos
de positividad obtenidos de las PCR (tabla 5-2) mostraron que factores como la raza y el
namero de partos estaban asociados a un aumento de la prevalencia molecular del BLV
(OR > 1y p < 0,05), mientras que con factores como la ubicacion geogréafica y la edad
productiva no presentaron resultados estadisticamente significativos; otros autores no han
encontrado correlacion entre la ubicacién geografica y la dispersion del virus (Selim et al.,
2021), en el presente estudio al comparar las prevalencias obtenidas por zona estas fueron
muy similares entre si, se debe tener en cuenta que las caracteristicas geogréaficas de los
sistemas de lecherias especializadas en Colombia son muy similares en las tres zonas
evaluadas, estando la mayoria de estos ubicados en el trépico alto (Alvarez H. et al., 2021)

lo cual puede ser la razén de este resultado.

Se analizé si existia una asociacién entre las razas y cruces raciales mas comunes en las
lecherias especializadas del departamento, las cuales son: Holstein (41%), Jerhol (30%) y
Jersey (14%), y la prevalencia molecular de BLV, se encontré que los bovinos de raza
Holstein tienen mayor probabilidad (OR =2,8) de estar infectados con BLV (tabla 5-2), este
factor de riesgo ya se habia identificado en otros estudios al compararlo con otras razas o
cruces raciales (Bulla-Castarieda et al., 2021; Sevik et al., 2015), al ser esta raza la mas
popular en el departamento por sus caracteristicas productivas la probabilidad de

exposicion al BLV en bovinos de raza Holstein es mucho mayor que en bovinos de otras
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razas. Sin embargo, se han relacionado mutaciones en el complejo mayor de
histocompatibilidad (BoLA) de los bovinos las cuales influyen en la resistencia o
susceptibilidad a la infeccion y en el progreso de la enfermedad con cargas virales bajas o
altas (Borjigin et al., 2021; Takeshima et al., 2019), lo cual puede estar relacionado a que
los bovinos de la raza Holstein tengan mayores eventos de infeccion. El cruce racial de
Jersey x Holstein (Jerhol) muestra un factor de proteccién (OR < 1), aungque ho se encontrd
una asociacion estadisticamente significativa podria tener influencia la variabilidad
genética del cruce racial en el riesgo de infeccién, una de las estrategias de control para
BLV que se estan implementando actualmente es la seleccién genética de animales que
permita aumentar los individuos con presencia de genes de resistencia en los hatos
(Bartlett et al., 2020).
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Tabla 5-2. Factores de riesgo y de proteccién a la positividad para BLV de hatos de lecheria
especializade de Antioquia, obtenidos con el software Epi info V.7.2.5.0

Variable Categoria Positividad  Odds Ratio (IC 95%) Valor P
Jersey 13,9% 1,025 (0,463 — 2,270) 0,952
Raza Holstein 40,7% 2,880 (1,647 — 5,038) 0,000
Jerhol 13,9% 0,558 (0,286 —1,088) 0,087
Ternera 14,7% 1,821 (0,347 — 9,556) 0,477
Edad Productiva Novilla 21,5% 0,554 (0,286 — 1,071) 0,079
Produccion 48,8% 1,618 (0,868 — 3,019) 0,131
0al 14,7% 1,673 (1,042 -2,686) 0,033
2a4 18,7% 1,687 (1,041 — 2,734) 0,034
N° Partos
5a7 20,7% 1,448 (0,753 — 2,786) 0,267
Mas de 7 14,3% 0,313 (0,041 -2,414) 0,265
Norte 15,6% 1,000 (0,577 — 1,717) 0,986
Zona Oriente 17,9% 0,943 (0,488 — 1,819) 0,861

Valle de Aburra 21,1% 1,053 (0,593 - 1,869) 0,906

El nimero de partos es otro factor asociado al riesgo de positividad por BLV, se encontrd
gue los bovinos que tenian entre 2 a 4 partos son mas propensos a presentar la infeccion
con BLV, lo cual concuerda con la literatura que indica que un mayor nimero de partos se
asocia con un mayor riesgo de infeccion; las vacas con mas de 4 partos estdn mas
expuestas a la infeccién debido a las practicas de manejo comunes realizadas con un bajo
nivel de bioseguridad como el ordefio y la aplicacién de medicamentos, entre otras; por lo
cual es mas comun encontrarlas infectadas (Selim et al., 2021). Por otra parte, los bovinos
con mas de 7 partos son comunmente descartados en los hatos por baja productividad, y

los que aun quedan si son positivos a la infeccion pueden estar en el proceso tardio de
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infeccion en el cual las células infectadas se acumulan en los tejidos linfoides formando

linfosarcomas y dificultando la deteccion del virus en la sangre.

Sin embargo, también se determind que el rango entre cero y un parto (que incluye
terneras, novillas y vacas de primer parto) es un factor de riesgo para la infeccién con BLV.
Esto puede estar asociado a la transmision vertical del virus, siendo la forma méas comun
de infeccion en terneras a través del suministro de leche de una vaca infectada que
contiene particulas virales; en el caso de que la ternera sea hija de una vaca negativa a
BLV no adquirira los anticuerpos necesarios por calostro/leche y sera méas susceptible a la
infeccion (Ruiz et al., 2018). Lo anterior podria estar relacionado con el manejo de los
bovinos en los hatos, debido a que una de las observaciones realizadas en los sistemas
de produccién evaluados es que la leche suministrada a las terneras provenia de vacas de
las cuales no se conocia su estado para la infeccién con BLV y a la cual no se le realiza
ningln tratamiento antes de ser suministrada. Esto se ha identificado como un posible
medio de transmision del virus a las terneras, siendo una de las principales
recomendaciones el suministro de leche proveniente de vacas negativas para las terneras
para el control de diseminacion por transmisién vertical del BLV en hatos donde hay vacas

positivas.

Teniendo en cuenta el parametro edad productiva las novillas tuvieron un OR menor de 1,
aungue su valor p no alcanzé a ser significativo (p=0,079), esta tendencia a ser factor de
proyeccion indica que es una edad en la que se puede controlar facilmente la diseminacién
de la infeccién con BLV en el hato, pues las novillas no estan sometida a factores de
manejo intensivo como inseminacion, ordefio o a factores de trasmision vertical del virus
al igual que las terneras; se ha encontrado ademas que el contacto entre bovinos de
produccién y las terneras o novillas aumenta el riesgo de exposicién a la infeccién de las

ultimas (Kuczewski, Orsel, et al., 2021).

Algunos estudios han encontrado relacion entre los sistemas de produccion de lecheria
especializada que tienen mas de 200 animales y la prevalencia del BLV (Haghparast et al.,
2012; Selim et al., 2021), y otros estudios no han encontrado relacion entre estos dos
factores (Ladronka et al., 2018), en este estudio se separaron los hatos en dos categorias
los que tenian menos de 200 bovinos y los que tenian més de esta cantidad para realizar

el andlisis estadistico, en este caso no se encontré6 una asociacién estadisticamente
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significativa (OR=9,9730; p=0,9812) por lo cual no se puede concluir sobre esta variante;
sin embargo, aunque es recomendable tener un mayor control en los hatos con mas de
200 bovinos dado a los antecedentes que existen sobre la relacion de este factor y el

aumento de la prevalencia de BLV reportado por Selim y colaboradores (2021).

Se encontré ademas, que el acceso de los animales de compafiia a todo el predio, el
ordefio mecénico, el uso de bebedores del tipo moévil y la inseminacion artificial estan
asociados con un incremento en la prevalencia molecular del BLV en el hato (OR>1; p <
0,05), siendo considerados factores de riesgo, mientras que el uso de desinfectantes con
principio activos a base de alcoholes, yodados y agentes alquilantes, y el uso de sistemas
de pediluvio estan asociados con una disminucion de la prevalencia molecular del BLV
(OR < 1; p < 0,05) siendo considerados factores de proteccion (Tabla 5-3); con los demas
pardmetros evaluados en la encuesta realizada no se encontré una significancia

estadistica (Ver Anexo 4).

La mayoria de los sistemas de produccién de lecheria especializada del departamento de
Antioquia tienen animales de compafiia como perros y gatos, llegando a tener mas de uno
en las instalaciones, uno de los factores de riesgo encontrado en este estudio fue el acceso
de los animales de compaiiia a todo el hato (tabla 5-3), estos animales pueden diseminar
el BLV a tener contacto con excreciones o abortos de animales positivos y ser posibles
vectores mecanicos de la diseminacion a otras areas del hato. Ademas, se conoce que los
animales de compafila como perros y gatos presentes en los sistemas de produccion
bovinos son una fuente de transmisién de parasitos para los animales de produccion,
ejemplos de esto son Neospora caninum, Toxoplasma gondii y Leptospira spp, para los
cuales también se ha determinado que un factor de riesgo que aumenta la prevalencia de
las enfermedades causadas por estos parasitos es el transito libre de perros y gatos por
todo el hato (Arunvipas et al., 2011, 2013; Ojeda et al., 2018), por lo cual es necesario
tomar medidas preventivas con las que se busque concientizar a los productores lacteos
de estos hechos, limitando el &rea en la cual puedan estar estos animales o prescindiendo

de ellos en los hatos.

Tabla 5-3. Resultados de las variables asociadas a la prevalencia molecular del BLV en
sistemas de lecheria especializada del departamento de Antioquia, donde un OR < 1 con
un p < 0,05 se asocia con proteccion del factor a la infecciéon y un OR > 1 se considera un
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factor de riesgo, los resultados se consideran estadisticamente significativos con un
intervalo de confianza del 95% (p < 0,05).

VARIABLE ODDS RATIO (IC 95%) VALOR-P

Ordefo mecanico 3,7639 (1,3255 - 0,3578) 0,0002
Uso de pediluvio 0,1542 (0,1542 — 0,0244) 0,0471
Uso de alcoholes como 0,1118 (0,0151 — 0,8264) 0,0318
desinfectantes
Uso de agentes alquilantes como

. 0,0728 (0,0055 — 0,9670) 0,0471
desinfectantes
Uso de agentes yodados como 0,1714 (0,0412 — 0,7128) 0,0153
desinfectantes
Bebederos de tipo mévil 3,7999 (1,4189 — 10,1768) 0,0079
Acceso de animales de compafia a 2,6667 (1,0435 — 6,8148) 0,0405
todo el hato
Proceso de inseminacion artificial 12,1365 (1,5434 — 95,4378) 0,0177

La principal fuente de transmision del BLV en los hatos bovinos es la iatrogénica debido a
las inadecuadas practicas que se realizan en los sistemas de produccién, por lo que se
evalud la asociaciéon de algunas de estas préacticas con la prevalencia molecular del BLV
de los hatos, encontrando como factor de riesgo la inseminacion artificial con un OR de
12,1 (tabla 5-3), dato que concuerda con otros reportes de que cuando no se realiza el
proceso de inseminacion adecuadamente como lo es desinfectar los equipos, utilizar un
par de guantes por animal y el uso de semen certificado negativo para leucosis bovina
enzootica esta comprobado que esta puede ser una practica propicia para la diseminaciéon
del virus (Bartlett et al., 2020), en la mayoria de sistemas de produccion del estudio no se
tenia conocimiento acerca de si el semen utilizado estaba libre de agentes patdgenos como
la LBE, algo fundamental puesto que se ha encontrado la presencia de BLV en muestras
de semen congeladas, lo cual puede ser una fuente de infeccion para las vacas que son

prefiadas con estos (Khamesipour et al., 2013).

Se ha demostrado la presencia de BLV en leche y el potencial infeccioso de la misma

(Bartlett et al., 2020; Ruiz et al., 2018), algo muy importante en los sistemas de lecheria
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especializada donde se tiene un contacto continuo con este fluido. La tecnificacion de la
industria lechera ha llevado a que el 99% de los sistemas de produccion hagan uso del
ordefio mecanico, en el presente estudio se encontré que esta variable es un factor de
riesgo a la infeccion con BLV (tabla 5-4), lo que puede ser debido a una desinfeccion
inadecuada de los equipos de ordefio, a que se use la maquina de ordefio inicialmente
animales positivos y queden restos de leche con células infectadas en las pezoneras,
aumentando la probabilidad de infeccion. Otros estudios concuerdan con esto
relaciondndolo con la falta de higiene de los sistemas mecanicos donde el virus puede
permanecer en la maquina y potencialmente infectar a la siguiente vaca, siendo el ordefio
manual una practica mas higiénica, si hay desinfeccion de las manos del ordefiador entre
vacas (Ortiz et al., 2016). Se ha determinado ademas que existe una fase de la infeccion
en la cual el BLV se encuentra mas abundantemente en el epitelio mamario que en los
linfocitos (Canova et al., 2021), por lo cual hay un mayor riesgo de transmision del virus
mediante las practicas de ordefio. Es importante entonces tomar medidas que permitan
controlar la diseminacion del BLV durante el ordefio, por medio de los equipos, sugiriendo
la implementacion de practicas de desinfeccion de las pezoneras entre el ordefio de cada

animal.

Algunos autores han reportado que en Colombia el agua suministrada en los sistemas de
produccion de leche proviene principalmente del acueducto, siendo esta potable para el
consumo humano y por tanto libre de patégenos (Ortiz et al., 2016), sin embargo, los
bebederos donde se suministra el agua pueden ser una fuente de transmision del virus
debido a que promueve el contacto entre animales sanos e infectados o por un deficiente
aseo y desinfeccion de los mismos, en el presente estudio se encontré que los bebederos
moviles son un factor de riesgo a la infeccién con BLV (tabla 5-4), siendo estos trasladados
de un punto a otro segun las necesidades del ganado, el riesgo asociado a esta variable
puede deberse a los fluidos de la mucosa oral o saliva con presencia de células infectadas
gue puedan quedar presentes en el agua del bebedero volviéndolo una fuente de infeccién
siendo determinante para esto los niveles de carga viral que presenten los animales,
puesto que se ha determinado que animales con una alta carga viral son la principal fuente
de transmision del BLV (Bartlett et al., 2020). Es necesario entonces emplear practicas de

desinfeccion o limpieza continua de los bebederos, puesto que todos los sistemas de
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produccion participantes reportaron que esperan al menos 3 dias para realizar estos
procedimientos.

Implementar procedimientos adecuados de limpieza y desinfeccion deberia ser una
medida de bioseguridad obligatoria en los hatos lecheros, la cual debe comenzar con una
limpieza profunda de todos los vehiculos y personas que ingresan al sistema, equipos,
calzado y ropa protectora antes y después del contacto con animales de granja (Starciuc
et al., 2018), se ha demostrado que la suela de los zapatos es un medio de transmision de
diversos patdégenos en los sistemas de produccion (Rashid et al., 2016), por lo cual la
limpieza de los mismos es necesaria para evitar la propagacion de estos y mantener las
medidas de sanidad en los predios, en el presente estudio se encontré que el uso de
pediluvios para desinfeccién de calzado es un factor de proteccion para la infeccion de
BLV, lo cual probablemente se extiende para enfermedades causadas por otros

patégenos.

Es la desinfeccién de los sistemas de produccion un proceso critico en el programa de
bioseguridad de los hatos, ya que previene el contagio y diseminacién de patdégenos que
pueden implicar no solo un riesgo para los bovinos, si no para otras especies incluida la
humana, los desinfectantes usados para este fin son parte vital del proceso existiendo
diferentes categorias y principios activos segun la funcién o accion que tengan. En el
estudio se evaludé la asociaciébn de los principios activos de desinfectantes mas
comunmente usados en los sistemas de produccidn para los procesos de desinfeccién con
la proteccién a la infeccion con BLV, encontrando que el uso de alcoholes, yodados y
agentes alquilantes como desinfectantes son factores de proteccion para la infeccion con
BLV (Tabla 5-4). Los alcoholes son un grupo ampliamente utilizado para la desinfeccion
debido a su baja toxicidad y agresividad, siendo eficaces en la eliminacién de virus con
envoltura como es el caso del BLV (Moorer, 2003), por lo cual no es extrafio que el uso de
este como agente desinfectante ayude a disminuir la probabilidad de infeccién, al igual que
el alcohol los agentes alquilantes y los agentes yodados han demostrado efectividad contra
virus con envoltura (Gonzalez Bosoquet, 2003; Lin et al., 2020). Sin embargo, se debe
realizar un estudio mas amplio para verificar la eficiencia de estos agentes contra el BLV
determinando también la concentracion recomendada para la eliminacién de este, puesto
gue algunos estudios han demostrado que las concentraciones recomendadas de algunos

productos no cumplen con los objetivos de desinfeccion (Starciuc et al., 2018).
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5.4 Conclusiones

Las estrategias de control para circulacién del virus de la leucosis bovina en los hatos de
lecheria especializada necesitan estudios de mayor profundidad acerca del efecto racial y
genético que puede afectar la susceptibilidad a la infeccion, para evitar asi el uso de
animales con caracteristicas de susceptibilidad en los sistemas de produccion utilizando
seleccion genética de animales con las caracteristicas deseadas, y si ho es posible uso de
animales resistentes hacer uso de herramientas de manejo que se hayan determinado
como factor de proteccion para la infeccion. Asi mismo es importante poner atencién en
las practicas realizadas en los hatos que estan asociadas al incremento de la prevalencia
del virus, especialmente en los terneros donde se encontré un aumento de la infeccion,este
hecho es inaceptable para el futuro de las lecherias. Se recalca entonces la importancia
de realizar estudios que permitan identificar las falencias que se tienen en los sistemas de
produccion para asi poder contribuir al progreso de las mismas, en este caso la
implementacion de medidas preventivas para el control de circulacion y/o diseminacion de
BLV en los hatos basadas en las practicas de manejo puede contribuir a disminuir la
expansion de la enfermedad y por tanto disminuir las pérdidas econémicas generadas por
la misma lo cual se traduce en un progreso para los productores y la econémica de la
region. Se deben implementar el uso de desinfectantes a base de alcoholes, yodo y
agentes alquilantes y ademas la implementacion de sistemas de pediluvios en los sistemas
de produccién especializados de leche, ya que se encontraron como factores protectores
a la infeccion con BLV. De otro lado se debe tener especial cuidado en el proceso de
inseminacion artificial en el hato (semen usado, desinfeccion de equipos, uso de materiales
desechables por animal), el acceso de los animales de compafiia a todo el predio, el
ordeflo mecanico (desinfecciébn de pezoneras y orden de animales en el ordefio) y
programa de desinfeccion de bebedores del tipo mdévil, ya que estos factores fueron
determinados como factores de riesgo a la infeccion con BLV en los hatos de lecheria

especializada de Antioquia.
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6.Conclusiones generales y recomendaciones

Los hatos de lecheria especializada del departamento de Antioguia se caracterizan por ser
diversos en tamafio poblacional y territorial, con un promedio de 76 + 60 bovinos por hato
siendo la fuente de la alimentacién principal la base forrajera Kikuyo y la suplementacién
con alimento balanceado y sal mineral. Se encuentran todavia falencias en la
implementacién de planes de bioseguridad y sanidad animal, lo cual puede promover la

presencia de patdgenos en los sistemas de produccion.

El virus de la leucosis bovina es un patégeno que se encuentra presente en el 75,5% de
los sistemas de lecheria especializada del departamento de Antioquia, con una prevalencia
molecular del 17,0% en los animales que conforman estos sistemas; en Colombia
predomina la circulacién del genotipo 1 del BLV estando presente en todos los estudios de
filogenética realizados en el pais y siendo el Unico la presente en la poblacién de este
estudio, sin embargo, en un grupo de animales infectados se encontré una mutacion en el
gen Tax del virus que genera un cambio aminoacidico en la secuencia de la proteina en
un punto de interés, por lo cual se recomienda un estudio de mayor profundidad que pueda

determinar si esta afecta el comportamiento del virus o el desarrollo de la enfermedad.

Debido a que no existe tratamiento ni vacuna para el BLV, generar un sistema de control
en los sistemas de produccion es importante para evitar el aumento de animales infectados
en estos y por consecuencia grandes pérdidas econdmicas, es necesario implementar
practicas en los sistemas productivos como la desinfecciébn con alcoholes y agentes
alquilantes y el uso de pediluvios debido a que se relacionaron como factores de proteccion
(OR <1; p < 0,05) para la infeccion con BLV. Factores como la presencia de animales de
companiia que transitan por todo el hato, las practicas de ordefio mecanico, la inseminacién
artificial y el uso de bebederos moviles, estan asociadas con un incremento en el riesgo
de infeccion con BLV (OR > 1; p < 0,05), por lo cual es importante determinar como se

pueden transformar en practicas seguras, siendo lo principal para esto el uso adecuado de
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los equipos, su limpieza y desinfeccion para evitar la transmision de enfermedades a través

de estos.

Este proyecto integr6 elementos de salud animal y manejo de los sistemas productivos de
lecheria especializada, los resultados se visualizan como una importante contribucién al
conocimiento, ya que aborda dos aspectos: el estado actual de los sistemas de produccién
y de la infeccién con el virus de la leucosis bovina lo cual contribuye a mejorar la economia
de los productores y la calidad de vida de los animales; generando un impacto directo
sobre la comunidad antioquefia objeto de estudio, pues permitira resolver en gran medida
el desconocimiento que aun existe acerca de la LBE y serdn una herramienta valiosa,
primero, en el desarrollo de protocolos que ayuden a detectar, prevenir y controlar la
infeccion, y segundo, en los procesos de optimizacién de recursos y mejoramiento en

calidad y cantidad de la leche producida.
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A. Anexo 1: Encuesta de factores de
rresgo

“LEUCOSIS BOVINA EN LECHERIAS DE ANTIOQUIA: EVALUACION DEL
POTENCIAL ZOONOTICO Y DEL EFECTO SOBRE DESEMPENO RE-PRODUCTIVO”

CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION RECOLECTADA EN EL INSTRUMENTO
“En este instrumento se deben registrar la informacion de los sistemas productivos enmarcados en el proyecto
LEUCOSIS BOVINA EN LECHERIAS DE ANTIOQUIA: EVALUACION DEL POTENCIAL ZOONOTICO Y DEL
EFECTO SOBRE DESEMPERNO RE-PRODUCTIVO. Toda la informacion aqui recolectada es confidencial y
Su uso es estrictamente estadistico y en ningun caso tienen fines fiscales ni pueden utilizarse como prueba
judicial, de conformidad a lo establecido en el articulo 2 de Ley 1266 de 2008 y demé&s normas que le adiciones
y/o modifiquen.”

Encuesta para identificar los factores de riesgo asociados en bovinos a las enfermedades
Leucosis Bovina, Diarrea Viral Bovina y Neospora canina

Fecha de visita: Nombre del Hato

Total animales:

Area de potreros en hectareas: Tiempo de rotacion de potreros:
Carga animal: Calcular
Fin zootécnico: Ciclo completo Sélo produccién de leche
Cria para venta de remplazos Municipio y
Vereda:
T® Humedad relativa
% Precipitacion:
Coordenadas geogréficas del hato: No

lo vamos a preguntar, lo tomamos de la encuesta de humanos

Propietario, administrador y/o encargado: Telefono

fijo y/o Celular

Correo electronico:
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Encuestador:

Encuesta nUmero:

Persona Encuestada:

hato:

Cargoenel

Marque con una X la respuesta indicada por el productor y anexe en observaciones
lo gie crea importante sobre cada pregunta

ttem | Actividad | Calificacion | Observaciones
CONOCIMIENTO DE LAS ENFERMEDADES
1 Tiene usted algun conocimiento sobre las suguientes enfermedades:
11 | Leucosis Si No
Bovina
Diarrea Viral .
1.2 Bovina Si__ No__
1.3 | Neospora si No
canina —
2 Ha tenido casos clinicos de estas enfermedades.
Leucosis Si No No sabe:
2.1 : e —_—
Bovina
Diarrea Viral Si No No sabe:
2.2 h
Bovina
53 Neospora Si No No sabe:
) canina
3 Si encuentra animales con sintomatologia clinica para éstas u otras enfermedades, donde los trata
31 Los aisla del Si No
lote
39 Los trata en el Si No
lote
Hay registros Si hgy_ registojros de
- analisis para esta
de animales . ! - .
0Sitivos a sinfecciones, solicitar si se
4 gstas Si No los permiten observar y
) . fotografiar, o si les reprotan
infecciones en
las fechas de eos
el hato . .
diagndsticos
41 | Leucosis Si No
Bovina —
42 Dlar_rea Viral Si No
Bovina — —
4.3 | Neospora Si No
canina —
MANEJO DE ANIMALES DEL SISTEMA DE PRODUCCION LECHERO
5 Se toman registros para la entrada y salida de:
5.1 | Personas Si No
5.2 | Animales Si No
5.3 | Vehiculos Si No
6 Sistemas de desinfeccion de vehiculos y pediluvios para visitantes.
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Existe un Si No
sistema de Si existe, describir cuél(es) desinfectantes son

6.1 | lavado de utilizados:
botas o
pediluvio?.
Existe un Si No

6.2 sistema de Si existe, describir cuél(es) desinfectantes son

desinfeccion
de vehiculos?.

utilizados:

Adquisicién
de animales.
Los animales
que se
adquieren
provienen de
granjas
certificadas

Si No

Cuarentena.
Cuenta con un
area de
cuarentena
destinada
exclusivament
e parala
implementacio
n de
estrategias de
separacion,
observacion y
aclimatacion
de animales
que ingresan
al predio.

Si No
Ubicacion:

Encuestador: Si cuenta con
ella observar que debera
estar ubicada en una zona
gue no constituya riesgo
sanitario para el sistema de
produccién.

Aislamiento.
Cuenta con un
area de
aislamiento
destinada
exclusivament
e para la
implementacio
n de
estrategias de
separacion y
tratamiento de
animales que
se enferman
en el hato.

Si No
Ubicacion:

Encuestador: Si cuenta con
ella observar que debera
estar ubicada en una zona
gue no constituya riesgo
sanitario para el sistema de
produccién.

10

Tiene un
corral o
potrero
especifico
para el parto
de las vacas?

Si No
Ubicacioén:

11

Tiene un
proceso
establecido
para el
manejo de las
placentas una
vez paridas
las vacas

Si No

Cuél de los siguientes:

Compostaje , Enterramiento
Fosa de mortalidad , Otro
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12

Ala
mortalidad y
residuos
orgénicos de
practicas
veterinarias en
el hato se le
da algun
manejo
especial

Si No

Compostaje

Cuél de los siguientes:
, Enterramiento
Fosa de mortalidad

, Otro

13

Las crias al
nacer reciben
calostro

Si No

Madre Otras vacas Banco de calsotro:

14

Las crias
reciben leche
de la madre o
de otras
vacas.

Madre Otras vacas

15

Realiza
ordefio
mecanico

Si No

16

Realiza
ordefo
manual

Si No

17

Realiza
pruebas
seroldgicas a
los animales
bovinos que
entran nuevos
a su hato

Si No

Algunas veces

18

Para cuales
enfermedades
realiza
pruebas
serologicas

No , Cual

BrucelaSi___ No_
__ ,Leptospira:Si___ No___ , Leucosis bovina
Si__ No___, Diarrea viral bovina

Si__No__,NeosporacaninaSi_ No__,OtraSi___

, Tuberculosis Si___ No

19

Tiene
presencia de
hemoparasitos

Si No

Cuales:

20

Realiza
control
quimico o
biologico de
vectores de
los
hemoparasitio
S

Si No

Algunas veces

21

Limpiezay des

infeccion.

Limpieza:
Realizan
préacticas de
limpieza de
las diferentes
partes del
sistema de
produccion.

Si No

Cual:

Encuestador determinar si
hay evidencia de la
limpieza
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Desinfeccion:
Realizan
practicas de Si No
desinfeccién Cual: Encuestador determinar si
21. ; .
de las hay evidencia de la
2 . . It
diferentes desinfeccién
partes del .
sistema de
produccién.
Clorados. Si No
Cual:
Yodados: Si No
Cual:
Amonio cuaternario: Si___ No
Cual:
Detergentes anidnicos: Si No Encuestador copiar los
Que tipo de Cual: _ _ : nombres comerciales que
21. desinfectante Cresoles (Lisol, creolin, veterina) le diaga la persona o que le
3 s usa Si No muestren los productos y
Cual: despues de consulta cual
Alcoholes: Si No es el principio activo
Cual:
Agentes alquilantes (Foraldehido, Glutaraldehido,
betapropiolactona) Si No
Cual:
Otro: Si No
Cual:
Manejo de
excretas en
establos. De
acuerdo al
A S
gel T Cuél: Biodigestor , Laguna de oxidacion ,
existe un area b
22 . Pozos sépticos , Tanque estercolero,
y un manejo — Otro
definidos de p ' '
cual
las  excretas
que prevenga
problemas
sanitarios en
los animales.
Manejo de
excretas en
potreros. Se
hace _ algun Si No
23 manejo a las p
Cuél
excretas  en
potrero
cuando los
animales salen
MANEJO DE MATERIAL QUIRUGICO Y PROCESO DE SERVICIOS
Usa agujas
desechables,
o una por cada Si No
animal para la — ——
aplicacion de
medicamentos
. Cauterizador metdlico
Cual método < - e
Descorné electrico
25 de descorne —_—

usa en su hato

Quimico
Mecénico
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26

Usa un
guante de
palpacion
rectal por
cada animal

Si No

El guante de
palpacion es
desechabe o
reusable (de
latex)

Desechable Reusable

27

Lavay
desinfecta el
instrumental
quirargico
antes 'y
después de
realizar
intervenciones
a los animales

Si No

Lavay
desinfecta el
instrumental
quirurgico al
realizar
intervenciones
entre
animales.

Si No

28

Usa guantes
desechables
y diferentes
por cada
animal para
intervencione
S quirurgicas

Si No

30

Colecta
semen de
toros de la
finca?

En qué tipo de
material
colecta el
semen

Nuevo Esterilizado

Quién se
encarga de
este
procedimiento

Personal de la finca
Personal externo

31

En su hato se
usa
inseminacion
artificial como
metodo de
reproduccién

Si No Algunas veces

Quien realiza
la
inseminacién
artificial

Personal del hato. Si: No:
Nombres:

Personal externo al hato. Si: No.

Nombres o empresa:

La persona
que realiza la
inseminacion

Si: No:
Empirico:
Entrenado en el hato:
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tiene
entrenamiento
para esta
funcioén

Curso de inseminacion: Lugar:

En el proceso
de

inseminacion
31 de hembras
© | se utiliza Si No
3 —_— —_—
catetery
fundas
desechables
nuevos?
32 El semen que usa es de toros probados libres de las sigueintes enfermedades:
32. | Leucosis Si__ No____ Nosabe
1 Bovina
33. | Diarrea Viral Si_ No___ Nosabe
2 Bovina
32. | Neospora Si_ No___ Nosabe
3 canina
En su hato se
33 usamontacon | Si__ No___ Algunas Veces:
natural?
33. Eﬁ)ﬂgﬂgﬁ los Exclusivos del hato ____
1 {0r0S? Comparte con otros productores__
Tiene visitas
periédicas de
veterinario
para evaluar
34 el estado de Visitas periodicas Si No
salud de los Asistencia cuando hay caso clinico
animales, o
sélo cuando
hay un caso
clinico
MANEJO DE OTROS ANIMALES EN FINCA
35 Existencia de los siguientes animales de compaiiia en el hato
35. Si No Cuantos:
1 Perros
35. Si No Cuantos:
> Gatos
35 Otros Conejos Si No
3 " | animales de Otros:  Si No Cuales
compaiiia
Si la anterior
respgesta es Si No Algunas veces
positiva. -
36 . Cuales:
Desparasita
los animales
de compafiia
Los animales .
de compafiia Si No
37 . Cuales:
tienen acceso
a todo el hato
Ha Reptiles (culebras), Si No
evicenciado Tortugas, S.i No
38 . Tucanes, Si No
presencia de L Si N
Fauna oros o guacamayas, Si o}
Iguanas Si No
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potrero o se

silvestre en el | Monos Si No
hato Otros: Si No
Cuales
Ademas de Bovinos de carne: , Gallinas:
las vacas del - )
Cerdos: , Caballos:
hato lechero, - -
Peces: , Cabras:
gue otros
39 ammale.s’de Ovejas: , Bufalos:
produccion
tiene en el Otros: Si No Cuales
sistema de
produccion
PERSONAL DE LA FINCA Y CERTIFICACION DEL PREDIO
Cuanto tiempo Encuestador ingrese el
de experiencia valor maximo y minimo que
tiene el Maximo: le informen
40 PP
personal en Minimo:
manejo de
ganado
El personal
operativo tiene | Si: No:
41 contacto con Frecuencia:
bovinos de
otros hatos
El personal
tiene contacto Si: No:
42 con animales Frecuencia:
diferentes a
bovinos de
otros hatos
El personal
43 tiene afiliacion | Si: No:
a EPSy ARL
El hato tiene Encuestador si lo tiene por
certificacion favor anote el periodo de
de buenas vigencia del mismo
43 practicas Si__ No____ Entramite
ganaderas-
BPG por el
ICA
ASPECTOS NUTRICIONALES Y DE MANEJO
- Alimento balanceado Encuestadro Describir la
Qué tipo de il lementacion
44 suplementacio Si R suple
n utilizan Sal mlnerallza(Eia
Otro Cual?
Cudl es la
45 base forrajera
principal en el
hato
Hace algun Si No
tratamiento Cuél?
46 del agua de
bebida para
los animales
Los Exclusivos:
contenedores | Compartidos Fijos:
47 de agua son Compartidos moviles:
exclusivos
para cada Otro: Cual:
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comparten
entre varios
potreros
Cual es el Proceso:
procesoy - —
48 frecuencia de Freciuencia:
desinfeccion Prodiucto:
de bebederos ’
Mosquitos:
Qué tipo de Mosca de los cuernos:
artropodos Mosca del establo:
49 hematéfagos Nuche:
hay en el hato | Tabano o mosca negra:
Garrapatas:
Otras cuales
Hace control
50 de moscas y Si_ No____ Algunas veces
ectoparasitos
Qué tipo de Mosquitos:
control realiza | Mosca de los cuernos:
50. | yque Mosca del establo:
1 producto Nuche:
utiliza Tabano o mosca negra:
Garrapatas:
Tiene
51 presencia de Si_ No___ Algunas veces
roedores en el
hato
Bodega concentrados: Si__ No ____ Algunas veces
En que zonas | Oficina: Si No __ Algunas veces
51. | del hato se Casas de trabajadores: Si__ No ____ Algunas
1 ven los veces __ Potreros: Si___ No____ Algunas
roedores veces
Establos: Si___ No____ Algunas veces
Otro: Cual:
Raton doméstico, Mus musculus. Si: No:
51 Que tipo de
5 " | roedores se Rata de techos: Ratus ratus. Si: No:
presentan Rata de alcantarilla, Ratus norvegicus. Si: ____ No:
Descripcion:
Que control
51 hacen paralos | =—
3 Productos:
roedores

OTRAS OBSERVACIPONES IMPORTANTES QUE DETECTE EL ENCUESTADOR




Anexo A. Nombrar el anexo A de acuerdo con su contenido 181

Firma Encuestador: Firma Encuestado:
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B. Anexo 2: Gel de electroforesis de
los resultados de la PCR anidada
para el gen env

Gel de electroforesis para los amplicones obtenidos de una PCR anidada del gen env
(banda esperada de 444pb). Carril 1. Marcador de peso molecular de 700pb Carril 2:
Control positivo con ADN de un bovino identificado previamente como positivo a la
infeccion. Carril 3: Control negativo con agua destilada desionizada. Carril 4. Control
negativo con ADN de un bovino identificado previamente como negativo a la infeccion.
Carril 5: Muestra del bovino con cddigo 3-1-2-261 (negativo a BLV). Carril 6: Muestra del
bovino identificado con el cédigo: 3-1-2-1138-7 (positivo a BLV). Carril 7: Muestra del
bovino con cédigo  2-7-1-96 (positivo a BLV). Carril 8: Muestra del bovino con cédigo 2-
7-1-23 (positivo a BLV). Carril 9: Muestra del bovino con codigo 1-5-9-334 (negativo a BLV).
Carril 10: Muestra del bovino con cédigo 2-7-1-46 (negativo a BLV). Carril 11: Muestra del
bovino con codigo 3-1-2-7042-9 (positivo a BLV). Carril 12: Muestra del bovino con cédigo
1-7-2-16 (negativo a BLV). Carril 13: Muestra del bovino con cédigo 3-3-4-1688 (negativo
a BLV).



C. Anexo 3: Gel de electroforesis de
los resultados de la PCR para el gen
tax

Gel de electroforesis para los amplicones obtenidos de una PCR del gen tax (banda
esperada de 959pb). Carril 1: Marcador de peso molecular de 1000pb Carril 2: Control
positivo con ADN de un bovino identificado previamente como positivo a la infeccion con
BLV. Carril 3: Control negativo con agua destilada desionizada. Carril 4: Control negativo
con ADN de un bovino identificado previamente como negativo a la infeccion con BLV.
Carril 5: Muestra del bovino con cédigo 1-1-2-2119. Carril 6: Muestra del bovino identificado
con el codigo: 1-2-1-2118. Carril 7: Muestra del bovino con codigo 1-1-2-2150. Carril 8:
Muestra del bovino con codigo 1-5-5-1800. Carril 9: Muestra del bovino con cédigo 1-1-5-
1966. Carril 10: Muestra del bovino con cddigo 1-1-5-1960. Carril 11: Muestra del bovino
con codigo 1-1-5-1963. Carril 12: Muestra del bovino con codigo 1-1-5-2164. Carril 13:
Muestra del bovino con codigo 1-2-3-33. Carril 14: Muestra del bovino con codigo 1-2-
4-176.
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D. Anexo 4: Resultado alineamiento
de secuencias del gen tax

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

Spocom bt T e e e e e Y Y X Y o e Y Y Y e e R R Y B R B Y B e R R R R e B e R R e N R B R R N R R
+oparam TCCAATGATGTCACCATCGATGCCTGGTACCCECCTCTGCGBACCCCATGAGCGACT CCAATTCAAAAGGAT CAACACCACGCT CACCTGCEAGACCCACCATATCAACT GAACCGCCGATGGH
2 0Patam

3 oPatasma

oPutams

5 oParssm

& oPatsary

7.cPaream

)
2 oPataam

10.0Pa14881

11.0na1amR2

1200214883

13.0Pa14884

14.0P41285

15.0P414286

16 0Pa1sT

17.0Pa1488

18.0P41428

15.0P414530

0. oPs1am

21.0pa1am

2 oprram

23 ARSI JAFON G1

24 AFZ57515 ARGENTINA G2,
25 EF 20081 USA 1

26 EFBO0EEUSA 1

27, FJ914768 ARGENTIA G2
28 HESSTaN URUGUAY G1
29 HESETIR URUGUAY G1
%0 LC0A052 PARAGUAY G1
31.LCOM0GSA PERU G2

2. LCOA00 BOLVIA G2
33 LCOA08 BOLVIA G2
34, LCOAOGTS BOLVIA GE
36 LC 154448 MYANMAR G10

% LC 154640 MYANMAR G10

Alineamiento de nucleotidos obtenido en el software MEGA MEGA X V.10.2.6 de 39
secuencias parciales de la base de datos de GenBank y 22 secuencias parciales aisladas
de dieciséis municipios de Antioquia, Colombia obtenidas en el presente estudio.
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E. Anexo 5. Distancia media de
nucleodtidos dentro (intra-genotipo) y entre
(inter-genotipo) de las 22 secuencias
obtenidas para el gen tax del BLV en este
estudio

OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41 OP41
4472 4473 4474 4475 4476 4477 4478 4479 4480 4481 4782 4483 4484 4485 4486 4487 4488 4489 4490 4491 4492 4493

OP414472

0OP414473 0,001

0OP414474 0,005 0,004

OP414475 0,005 0,004 0,000

0OP414476 0,002 0,001 0,002 0,002

OP414477 0,005 0,004 0,000 0,000 0,002

0OP414478 0,002 0,001 0,002 0,002 0,000 0,002

OP414479 0,007 0,006 0,002 0,002 0,005 0,002 0,005

0OP414480 0,007 0,006 0,002 0,002 0,005 0,002 0,005 0,000

0OP414481 0,005 0,004 0,000 0,000 0,002 0,000 0,002 0,002 0,002

0OP414782 0,005 0,004 0,000 0,000 0,002 0,000 0,002 0,002 0,002 0,000

0P414483 0,002 0,001 0,002 0,002 0,000 0,002 0,000 0,005 0,006 0,002 0,002

0OP414484 0,001 0,004 0,005 0,006 0,002 0,005 0,002 0,007 0,007 0,005 0,005 0,002

OP414485 0,002 0,001 0,002 0,002 0,000 0,002 0,000 0,005 0,006 0,002 0,002 0,000 0,002

OP414486 0,005 0,004 0,005 0,005 0,002 0,005 0,002 0,007 0,007 0,005 0,006 0,002 0,005 0,002

0P414487 0,006 0,005 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,006 0,006 0,004 0,004 0,004 0,006 0,004 0,001

0OP414488 0,004 0,002 0,004 0,004 0,001 0,004 0,001 0,006 0,006 0,004 0,004 0,001 0,004 0,001 0,004 0,005

0OP414489 0,002 0,001 0,002 0,002 0,000 0,002 0,000 0,005 0,006 0,002 0,002 0,000 0,002 0,000 0,002 0,004 0,001

OP414490 0,007 0,006 0,002 0,002 0,005 0,002 0,006 0,000 0,000 0,002 0,002 0,005 0,007 0,005 0,007 0,006 0,006 0,005
0OP414491 0,007 0,006 0,002 0,002 0,005 0,002 0,006 0,000 0,000 0,002 0,002 0,005 0,007 0,005 0,007 0,006 0,006 0,005 0,000
0OP414492 0,005 0,004 0,000 0,000 0,002 0,000 0,002 0,002 0,002 0,000 0,000 0,002 0,005 0,002 0,005 0,004 0,004 0,002 0,002 0,002
OP414493 0,005 0,004 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,005 0,006 0,002 0,002 0,002 0,005 0,002 0,002 0,001 0,004 0,002 0,005 0005 0,002

Las distancias fueron obtenidas mediante el modelo de distancia p en MEGA X V 10.2.6.

Se sefiala en rojo las distancias més altas que fueron de 0,07.



F. Anexo 6: Comparacion de las
secuencias parciales de la proteina
Tax del BLV entre las posiciones 99y
177

ABYEZI JAPONGY AQPGPYSLSPFERSPFOP YQCQLPSASSOGCP | IGHGLLPANNLYTHP VLGK YL ILNOMANFSLLPSTOTLLYOPLRLSY
FRWHVSAG

HES TR VRUGUATGY
LCOMASI PARAGUAY GY
MHT R WETNAMGY
OPIIMETLLOGY
OPIZIMMETLLOGY
OPIZIMIETLMRAG!
OPI2140] DONMATIAS 61
OPIZIMDONMATIAS 61
OPI2EMS DLRETIRO GY
OPI214M6 ELRETIRO G1
OPRINTENTRERRIOS GI
OPI2140E INTRIRRIOS GY
OPIIMILAUNIONGY
OPI20410 LAUNION 61
0PI MIDELLINGY
OPRURMIDELLINGY
OP I3 FIONEGRO 61
OPI2I4M SANPEORD GY
OPI20415 SANPEORD GY
OPI214K SANTAROSAGY
OPIZIIT SANTAROSAGY
«OPdMET2

OPAET

«OPdETd

+OP4TS

0PN

0P

+OPaseTE

LOPAMETR

0PI

0PN

0P

OP4e

«OPdEN

+OPANUS

0P

OPds?

+OPdNE

«OPdNe

0PN

+OPds

JOPdMeR

0P

El analisis incluyé en total 45 secuencias parciales del gen Tax con una longitud de 246
aminoacidos, de las cuales 22 fueron obtenidas en este estudio (OP414472 a la
0OP414493) marcadas con (*), cinco secuencias referencia obtenidas de la base de datos
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del GenBank (HE967302 y LC080652) y 18 secuencias obtenidas por Usuga-Monroy en
un estudio anterior en Antioquia (Usuga-Monroy, 2019). Los aminoéacidos variables estan
resaltados en amarillo y se evidencian las sustituciones con la letra del aminoacido que

cambid.

G. Anexo 7. Resultados analisis
estadistico de factores de riesgo y

proteccion a BLV

VARIABLE OR IC 95% IC VALOR-P
Registro de animales (SI/NO) 0,3394 0,0851 - 1,3536 0,07435
Registro de Personas 1,622 0,4411 - 5,9571 0,24443
Registro de vehiculos 0,9127 0,248 -3,3587 0,4511
Presencia Hemoparasitos 0,6803 0,1852 - 2,4982 0,2911
Control Vectores 5,1071 0,5948 - 43,8547 0,0586
Presencia de anaplasma 1,0957 0,2977 - 4,032 0,8911
Presencia de Babesia 0,7259 0,1946 - 2,7086 0,3219
Desinfeccion de las zonas 0,5641 0,0467 - 6,8175 0,3349
Uso de alcoholes 0,1118 0,0151 - 0,8264 0,0318
Uso de alquilantes 0,0728 0,0055 - 0,9670 0,0471
Uso de cloro 0,275 0,0159 - 4,7591 0,2264
Uso de creoles 1,1515 0,1087 - 12,203 0,4357
Uso de detergentes 0,7799 0,1582 — 3,8444 0,76
Uso de yodo 0,1714 0,0412-0,7128 0,0153
Nuevos animales 1,55 0,3838 - 6,2602 0,2759
Serologias Brucela 0,896 0,2422 - 3,3141 0,434
Serologias DVB 2,4 0,4812 - 11,9706 0,1599
Serologias Leptospira 0,4416 0,0488 - 3,9965 0,2599
Serologias Tuberculosis 1,0957 0,2977- 4,032 0,4511
Ordefio manual 0,5249 0,0757 — 3,6386 0,5141
Ordefio mecanico 3,7639 1,8666 — 7,5900 0,0002
Compra animales certificados 0,5185 0,1409 - 1,9079 0,1725
Manejo placentas 1,33776 0,3692 - 5,14 0,3219
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Entierran placentas 1,5385 0,4098- 5,7753 0,2695
Manejo excretas 0,5133 0,1345 - 1,9596 0,1762
Tratamiento fuera lote 0,3704 0,0993 - 1,3819 0,0774
Tienen area de cuarentena 1,4118 0,3882 - 5,1336 0,5746
Tienen corral partos 1,5385 0,4098 - 5,7753 0,2695
Tienen area de enfermeria 0,8618 0,1649 — 4,5045 0,8601
Uso Pediluvio 0,1542 0,0244 -0,9761 0,0471
Desinfeccion vehiculos 7,9108 0,6628 — 94,4242 0,3696
Presencia de gatos 0,8889 0,2498 - 3,1633 0,6637
Presencia de perros 6,3333 0,5268 - 76,1357 0,1332
Tienen animales de compaifiia 2,6667 0,1214 - 1,5183 0,0405
Desparasitan los animales de compafiia 1,2644 0,2911 - 5,4719 0,531
VARIABLE OR IC 95% IC VALOR-P
Presencia de guacamayas 1,9118 0,2035-17,9611 0,3176
Presencia de iguanas 0,3421 0,0199 - 5,8700 0,2641
Presencia de reptiles 1,6 0,4675 - 5,4759 0,2362
Presencia de caballos 1,0526 0,3103 - 3,5705 0,4685
Presencia de cerdos 4,4828 0,5184 - 38,764 0,0803
Presencia de gallinas 0,5 0,1445 -1,7301 0,147
Desinfeccion material 2,2282 0,0676 — 73,4690 0,6533
Guante palpacion 5,1071 0,5948 — 4,3850 0,1374
Inseminacion artificial 12,1365 1,5434 — 95,4378 0,0177
Semen libre de enfermedades 1,9184 0,4211 — 8,7396 0,4337
Catéter nuevo 0,7027 0,0587- 8,4103 0,3884
Guantes nuevos por animal 2,8519 0,1586 - 51,2811 0,4772
Control de garrapatas 0,3336 0,0497 — 2,2396 0,2585
Control de hemoparasitos 0,4231 0,0463-4,8053 0,446
Control mosca cuernos 0,2231 0,0258 - 1,929 0,0803
Control mosca establo 1,0182 0,2631 - 3,9399 0,4819
Control mosquitos 0,8571 0,2525 - 2,9099 0,4061
Control nuche 1,9118 0,2035- 17,9611 0,3176
Control tAbano 0,5469 0,1323 - 2,2601 0,2134
Presencia garrapatas 1,9048 0,3155 - 11,4994 0,5251
Presencia mosca cuernos 2,9786 2,9786 — 0,6480 0,1608
Presencia mosca establo 2,4724 0,4287 — 14,2594 0,464
Presencia mosquitos 0,7125 0,2081 - 2,4394 0,41
Presencia nuche 0,6857 0,1111 - 4,2306 0,3437
Presencia tdbano 0,8088 0,1761 — 3,7154 0,0932
Presencia rata alcantarilla 1,7071 0,2386 — 12,2155 0,5943
Presencia ratas techos 1,9416 0,2419 — 15,5853 0,5324
Presencia ratén domestico 0,497 0,0397 — 6,2163 0,5875
Presencia roedores 1,2468 0,2737 -5,6784 0,3845
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Certificado BPG
Bebedero compartido
Bebedero movil

Contacto personal con bovinos de otros
hatos

1,6020
0,7143
3,7999

0,4545

0,4675 - 5,4759
0,1923 - 2,6527
1,4189 - 10,1768

0,1067 - 1,9369

0,2362
0,6152
0,0079

0,5824




H. Anexo 8: Articulo publicado en
revista

Besearch arlicle hitps iravistas unal 2du cofindex phpirefame
_____ Molecular prevalence of Bovine Leukemia Virus in .
- specialized dairles in the department of Antloquia, i- =L ACIONAL
Facultad Nacional colomblu WJ1 DE COLOMBIA
deAgronomia

Provalencia molecular del Virus de Leucosis Bovinag on lecherias
especidlizadas del departamento de Antioquia, Coloemibia

hitps:iidoi.org10.15448 fmam.vien2. 104722

Daniela Castillo Rey™, Abeio Lopez+Hemera® and Cristina Usuga-Morroy

ABSTRACT
Keywords: Dary produciion sysiems ae a sensitive sector of the primary economy frequentty affected
DA by pathogens that negatively impact produchion parameters, the bovine leukemia vius (BLV)
Enznafic bovine leukemiz one of these. In this study, the moleoular prevalence of BLY was determined in the specialized
Lymphocytes dairy secior of Anfioquiausng e vra marker of the envelope gene (emv). Blood samples were
Prevakence taken from 373 bovines from Specialized darnes in Antioguia disibuted in 33 herds and locaied
Palymerzse chain reaction in fhe fhree spedialized milk production areas of Antioquia jnarth, east, and Valle de Aburra).
Retrovius DMNA exdraction was performed by salting out, and anesied PCR was parfomed 10 detect the

anvgene. The products were visuaized on a 2% aganose gel with GelRed as an intercalator. A
molecula prevaience of BLY of 17.0% in animais and 71.7% in herds were found, being Valle
de Aburra hie aea where fhe highest rate of positive anmais was dotained (21.1%), unike the
narhern aea with the iowest rate (15.6%). The molecula prevalence of BLV in tis siudy is
Iower than that of previous studies n the department, which ranged between 47 and 73%, and
this may be associated with factors of breed resistance, e age of he animais, or management
practices in the herds. These results can conribute 10 oreating BLY confrol straiegies and
optimizing mik production in the department of Antioquia, being relevant to paying affention o
the behaviar of this pathogen under difierent production sysiem conditions.
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. Anexo 9. Resumenes expuestos en
congresos

Nombre del congreso: Primer congreso de produccion animal en Colombia (COPACO)
Molecular detection of Bovine Leukemia Virus in specialized dairies of Antioquia

Deteccién molecular del Virus de Leucosis Bovina en lecherias especializadas de
Antioquia

Daniela Castillo Rey1*, Albeiro Lopez-Herrera2, Cristina Usuga-Monroy3

1Estudiante de Maestria en Ciencias, Biotecnologia, integrante del grupo de investigacion
Biodiversidad y Genética Molecular — BIOGEM, Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin, ORCID 0000-0001-6113-1029 2Docente Departamento de produccién animal,
Coordinador grupo de investigacion Biodiversidad y Genética Molecular — BIOGEM,
ORCID 0000-0003-1444-3470 3.Investigador asociado grupo de investigacion
Biodiversidad y Genética Molecular — BIOGEM, Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin, ORCID 0000-0001-6101-2994

*Autor de correspondencia: dcastillor@unal.edu.co

Introduccién: Los sistemas de produccion lecheros son un sector sensible de la economia
primaria del departamento de Antioquia, que se ven frecuentemente afectados por
presencia de patdgenos que impactan negativamente paradmetros productivos. El virus de
la leucosis bovina (BLV) es uno de estos patdégenos, es un retrovirus que afecta el sistema
inmune de los bovinos causando inmunosupresion. Objetivo: Determinar la prevalencia
molecular a BLV en la lecheria especializada de Antioquia, mediante el marcador viral del
gen de la envoltura (env). Métodos: Se tomé muestra de sangre de 576 bovinos de
diferentes razas (Holstein, Jersey, Ayrshire, Rojo Vikingo, Girolando, Pardo Suizo y los
cruces entre estas o con otras razas como BON, Normando, Angus), distribuidos en 53
hatos ubicados 16 municipios en las tres zonas de produccion de leche especializada de

Antioquia (Norte, Oriente y Valle de Aburra); se realiz6 extraccion de DNA por micro-
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escalado Salting out. Los DNA fueron cuantificados y se realizé6 una PCR semianidada
para deteccion del gen env del BLV. El producto de la segunda PCR se visualizé en un gel
de agarosa al 2% con GelRed como intercalante. Resultados y discusion: Se encontr6 una
prevalencia molecular a BLV del 17% en animales y 72% en hatos, siendo el Valle de
Aburra la zona donde se obtuvo la tasa més alta de animales positivos (20,8%) a diferencia
del Norte que tuvo la mas baja (15,6%). Girardota fue el municipio con mayor prevalencia
molecular teniendo el 61,5% de los animales positivos. La prevalencia molecular a BLV
encontrada en este estudio es menor a la de investigaciones previas en lecherias con raza
Holstein pura de Antioquia y en ganaderias en general en Colombia, y estos resultados
pueden estar asociados a factores de resistencia raciales (hipotesis a comfirmar) o al
manejo dado a los animales en los hatos. Conclusion: Los resultados de este estudio
pueden contribuir a crear estrategias de control del BLV en la lecheria especializada
Antioquefia para optimizar la produccién lechera en el departamento, siendo relevante
poner atencion al comportamiento de este patdgeno bajo las diferentes condiciones que

se tienen en los sistemas de produccion lechera de Antioguia.

Palabras clave: ADN, Leucosis Bovina Enzodtica, Linfocitos, Prevalencia, Reacciéon en

Cadena de la Polimerasa

Keywords: DNA, Enzootic Bovine Leukosis, Lymphocytes, Prevalence, Polymerase Chain
Reaction

Mdédulo 1. Grandes rumiantes (bovinos de leche, bovinos de carne y bufalos).

Eje tematico: Salud preventiva y bioseguridad animal.
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Nombre del congreso: Primer congreso de produccion animal en Colombia (COPACO)

Characterization of the general management of specialized dairy herds in the
department of Antioquia

Caracterizacion del manejo general de hatos de lecheria especializada del
departamento de Antioquia

Daniela Castillo Rey'*, Albeiro Lopez-Herrera? and Cristina Usuga-Monroy?®

!Estudiante de Maestria en Ciencias, Biotecnologia, integrante del grupo de investigacion
Biodiversidad y Genética Molecular — BIOGEM, Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin, Colombia, ORCID 0000-0001-6113-1029. 2Docente Departamento de
produccién animal, Coordinador grupo de investigacion Biodiversidad y Genética Molecular
— BIOGEM, Colombia, ORCID 0000-0003-1444-3470. 3Investigador asociado grupo de
investigacion Biodiversidad y Genética Molecular — BIOGEM, Universidad Nacional de
Colombia sede Medellin, Colombia, ORCID 0000-0001-6101-2994.

*Corresponding author: dcastillor@unal.edu.co

Introduccion: El departamento de Antioquia es el mayor productor de leche bovina del
pais, con sistemas de produccién ubicados principalmente en Norte, Oriente y Valle de
Aburra. La Caracterizacion del manejo actual de las lecherias especializadas ayudara para
generar estrategias que favorezcan el desarrollo de la industria. Objetivo: Caracterizar las
practicas de manejo general de los sistemas de lecheria especializada del departamento
de Antioquia. Métodos: Se aplicé una encuesta con 51 preguntas binarias en 53 hatos
ubicados en las tres zonas de mayor relevancia para la lecheria del departamento de
Antioquia, que incluia cinco ejes principales: 1. conocimiento de enfermedades; 2. material
usado en practicas veterinarias; 3. otras especies animales dentro del hato; 4. personal del
hato y certificacién del predio y 5. manejo nutricional y sanitario. Los resultados se
analizaron por estadistica descriptiva. Resultados y discusién: El nUmero de bovinos en
los hatos es 93 (D.S * 46), con areas promedio de 25 Ha (+ 8,9), la raza Holstein fue la
mas predominante, y el tiempo de rotacion de potreros de 31 dias (x 5,3). En el aspecto
sanitario resalta que el 31,2% de los hatos hacen uso del mismo guante de palpacién con
diferentes animales y el 1,6% de los hatos no desinfectan el material quirargico después
de usado, ademas que el 98% tienen perros y el 47% gatos, y estos tienen acceso a todas
las areas del hato. De otra parte, el 46,6% desconoce enfermedades de impacto productivo
y reproductivo como la leucosis bovina enzodtica. El tiempo de experiencia del personal
gue maneja los bovinos es entre 3y 14 afios y el 18% reporté tener contacto con bovinos
de otros hatos. El pasto predominante es Kikuyo, el 100% reporta suplementaciéon con
alimento balanceado y el 47% ademas usa silo. Conclusion: La caracterizacién de los
sistemas de produccién de lecheria especializada permitio identificar factores que pueden
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afectar la productividad de los hatos, con esta informacién se pueden crear estrategias
para mejorar el manejo de los hatos.

Palabras clave Bovinos, Encuesta, Estadistica, Leche, Productividad
Keywords: Bovine, Milk, Productivity, Statistics, Survey Research
Modulo: Grandes rumiantes (bovinos de leche, bovinos de carne y bufalos).

Eje tematico: Sistemas de produccién animal y agroindustria.
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