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RESUMEN 

A.randa Sanche:= A.braham. Dete-rminaci~n de anticue1·pvs 
espectficos contra el virus de leucosis en Bovinos Holstein 
Friesian utilizando las pruebas de Inmunodltusl6n y ELISA. 
Como Co-asesores M.V.Z. M.C. Juan Monroy Basilio: M.V.Z. 
Heraldo Palomares Hilton y M.V.Z. Moises Frajre Cachon. 

La Leucosis Enzoótica Bovina se considera la prin~ipal 
neoplasia maligna de los bovinos que afecta ~l sistema 
linfocitario y se presenta m~s comúnmoente en ganadc• adulto. 
entre los 5 y B anos de edad, en razas lech-eras. Los 
objetivos del presente trabajo fueron:l)Determinai- 14 
presencia de anticuerpos espec:!f icos al virus de Leucosis 
bovina mediante las pruebas de Inmunodifusión en gel de agar 
y Valoración inmunoabsorbente ligada a enzima en Bovinos 
!iolstein Friesian de importación y nac1-:inales y ::!)Oetermin3r 
la prevalencia de la enfermedad en los Bovinos Holst~in 
Friesi<ln del Centro de Nejoramiento Genético de Leche 
Industrializada Conasupo. el cual cuenta con una población 
de 1739 animales. Analizar los resultados al utili=ar la 
prueba de I.O.G.A. y la prueba de ELISA. Se muestrearon 134 
anima.les de la raza Holstein Friesian al azar que se 
dividieron en 4 grupos: 
1) animales adultos nacionales: 2) animales jóv~nes 
nacionales: 3J animales adultos de importación y el 4) 
animales jóvenes importación. Se obtuvo de cada animal 10 mi 
de sangre por medio de punción en la vena yugular y arteria 
cocctgea. utilizando tubos al vacío. 
Las 2 pruebas inmunológicas utilizadas mostraron resultados 
similares obteniendo una prevalencia del 34.3% y no se 
encontró diferencia significativa entre bovinos jóvenes y 
adultos. La diferencia entre animales nacionales con 
importados fué significativa (p<.05 ) lo que indica que los 
anim.sles importados en est~ centro de Mejoramiento Genético 
presentan mayor frecuencia de reactores positivos al virus 
de leucosis bovina que los nacionales. 



!I. INTRODUCCION 

!..a Leucosis bovina. t4mbién llamada: Leucemia Bovina. 

Linfoma maligno. Linfoci toma. Linf osarcoma bovino, 

Linfoblastoma. Leucosis linfoide. Pseudoleucemia. Leucemia 

adulta. Linfomasarcomatosis. Linfoadenosis. Leucemia 

aleucemica. Hemoblastosis. Linfoblastoma. es una de las 

p1·1ncipales neop:.,sias malignas del sistema linfocitario de 

los bovinos. (1.2.7.12.27,30) 

Dentro del complejo de Leucosis Bovina se han considerado 3 

formas anatomocl1nicae: 

1) La Leucosis Espor4dica Bovina (LSBl es rara. comúnmente 

afecta a gonodo menor de 3 anos de edad: en ésta se incluyen 

tres categorias cllnicas juvenil. Umica y cutánea, 

caracteri=adas por una p1·oliferación del tejido linfoide. 

2) El Linfosarcom~ en=oótico bovino (LEB) se sigue 

considerando la neoplasia maligna mas frecuente en los 

bovinos. Se caracteriza por la aparición de múltiples casoe 

de linfosarcoma multicéntrico en anima lee adultos: 

desarrollándose los twno1·es con rapidez en muchos sitios y 

se acompaFia con variación de signos y stndromes clínicos. 



3) La Linfocitosis Pereistente 'LP} -es !a to1·m.l .::::ubclin1c-a o 

preleucémica de la <LEB>. :::e ol:•serv;i ~n a.n1mal-es sanos y en 

estado de portador asintom6tico en el que el virus penna.nece 

en el organismo sin c..:ausar signos ·': l inicos. 

Cl.2,3.7.12.27.281 

El LEB es causado poz· un Retrov1rus Tipo C antigénicamentti 

diferente ai otros virus causantes de leucemia de otras 

especies y car~cterizado p~r ocasionar la proliferac16n y 

agregación de linfocitos neopl4sicos en la mayoria de los 

6rganoe el .12). 

La enfennedad tu• descrita inicialm·:rnte en 1878 en Alem..,,nia 

y Polonia y se difundió por toda la costa del mar Báltico. 

En el transcurso de la primera y segunda guerras mundiales 

se movi l i=.ó gran cantidad de ganado pr•:icedente de EuropJ. 

hacia ciudades de Norteamérica y de aquí se extendió a otras 

ciudades lo que provocó que se disemina1·a. Actualmente la 

distribución es mundial, habiendo información sob!'e la 

Leucoeie enzoótica bovina en Europa, Norteamérica, 

Centro4ntérica, Sudamérica y en Asia (3,14). En México los 

primeros informes de la presencia do: la enferme-dad en el 

país data de 1967 (ll. 

La importancia ec6nomica y epidemiológica del vii·us de la 

Leucemia Bovina <VLB} radica pricipalmente en las pérdidds 

que ocasiona a consecuencia de la presentacjón maligna del 

mismo (12.22). Por lo que se establecen algunos principios, 

a nivel de hato para su detección y control. yo qu~ algunos 
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pa1so:s europeos y l4tinoarnericanos han impuesto 

reEtriccion~s a pa.fses exportadores del ganado portador del 

virus como los E.U .. Colombia. Costa Rica. (12.22,24). Loe 

antígenos son de gran importancia en las pruebas de 

serología como IDGA y Valoración Inmunoabsorbente Ligada a 

En:ima (27.34.36). 

Et1..:0 log.fa: El virus de la. Leucemia Bovina fue aislado por 

primera vez en 1969 

bovino. (12) Es un 

a partir de linfocitos infectados de 

virus de la familia Retroviridae. 

subfamilia Oncoviridae. g~nero oncovirus con RNA de 100 a 

120 nanometroe y por contener la enz1ma transcriptasa 

reve1·sa que le permite hacer filamentos de DNA. que se 

acoplan a la estructura de su propio RNA. Lo filamentos 

dobles de DNA Ee insertan al DNA de un linfocito donde se 

replican por medio de divisiones celulares. Los organismos 

infectados responden produciendo anticuerpos contra el 

virus, los que no pueden atacar porque ee encuentran 

intracelularrnente e inhiben la liberación de viriones a la 

circulación genei·al por lo que no hay viremia ( 10 *12 ,27). El 

(VLBJ integra a dos tipos de antígenos estructurales: el 

antígeno externo. compuesto de gl1coprotefnas gp51, gp58, 

gp60. que son las de mayor tamano (70,000 DaltonesJ y un 

ant1geno de constitución proteica p24 ó p25. de menor peso 

molecular (24,000 Daltones) (2.26). Es diferente a los virus 

tipos C de otras especies.por no poseer antjgenoa p30 y 

p70 .aunque es morfológicamente similal' a estos. El virus 

puede ser dest1-uido por pasteuri:::ación. "sobrevive" pocas 



he.ras en el medic1 ambiente y puede C(!r:eervan~.¿o a t.:mperatu1 a 

bajo cero y en medios de cultivo amortiguados d~ -70 a -

lBOoC ( 12). 

El virus. en condiciones naturales. sólo afecta al bovinl.'.:1 y 

en fortn4 experimental a ovinos y caprinos. Tiene capacidad 

de ovino. caprin·:-. can ideo. para infectar c~lulas 

murciélago. simio y humano. <2.7.:5.30.33). No se h!l 

comprobado que afecte al humano. ni se relaciona con la 

leucemia de otras especie:;o Cll,25). 

El modo de transmisión por contacto. resulta de la 

exposición de animales sanos a enfermos mediante fomites que 

contienen el virus. Otras formas de transmisión son por 

medio de agujas, jeringas. descornadores. instrumentos 

quirú.rgicos y a.retadores.entre otros. 

El papel qu~ juegan los insectos hematófbgos en la 

transmisión del VLB es de importancia ya que se ha 

comprobado que en :::onas donde la pobla.ción de insectos es 

alta, la incidencia de la infección por el VLB y de 

linfocitosis persistente ea particularmente alta. CB.11.12) 

No se ha demostrado la presencia del virus en la saliva y en 

secreciones nasales pero s:! aparoece t:'!n forma intermitente en 

orina de ganado infectado Cll.12). La infección a través de 

la leche infectada con el VLB p~rece ser de pocd importancia 

en la trasmisión de la enfermedad al becerro (7). La 

transmieión prenatal o congénita de VLB es baja de 

aproximadamente el 18% y ocurre a 1 tercer rnes d(' la 

gestación. ya que el feto ha adquirido compatencia 
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inmunológica demostrable con la p1~oducción de anticuerpos 

contra el VLB que se detectan por lDGA (8.11.12.28). En 1981 

Lucas demostró la presencia del VLB en eemen de toros por la 

prueba de I.D.G.A. (19). no representando esta forma mayor 

importancia. debido a que el proceso para obtención de eemen 

evita que el virus permanezca viabl•.pero no deja de 

c·.:•nsiderarse una forma potencial de transmisión ( 16 .21). 

La transmisión de la enfermedad no ocurre en ovocitos o 

embriones, por lo que la inseminación artificial y la. 

transferencia de embriones de don~doras positivas a 

receptoras negativas son medios que impiden la propagación 

de la infección por el VLB (7.ll.12.15,16). 

Para el diagnóstico de la infección se han empleado las 

siguie~tes técnicas: 

1.- Prueba de Inmunodifusión (IDJ o Precipitación en Gel de 

Agar: ee usa esta tecnica para descubrir antígenos virales o 

determinar la. reo.ctivido.d cruzaido. de dichos antígenos 

virales (2.12.23.29.33). La prueba falla al detectar 

reactores positivos con niveles bajos de la infección y se 

recomienda como método de rastreo inicial. 

2.- Inmunofluorescencia CIFl: es un procedimiento 

inmunológico que se basa en la detección de una reacción 

antígeno-anticuerpo in vitre hecha visible por la 

conjugación de un colorante fluorescente o f luorocromo a los 

anti~uerpos (32}. 
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3.- Prueba de Radioinmunovalvraci..:.·n 1F\!Al: s~ ! leva o cal.<· 

la detección de anticuerpo contra ant!geno vli·al p·:ir 

radioinmunoprecipitaciOn. usando el antígeno p25 o el gp51 

que se utiliza principalmente cuando ~l suero tiene bajos 

niveles de anticuerpos .C22) 

4.- Prueba de Contrainmunoelectroforesis ( IEP>: s~ apl iNl 

esta prueba para virus 

negativamente (23). 

o antigencs v:rales carga.dos 

5.- Valoración Inmunoabsorbente Ligada a En=ima CELISAl: 

esta prueba se puede utilizar para descubrir anttgenos o 

anticuerpos. Para la identificación de anticuerpos. se 

sensibili:an con antígeno.pozos o huecos de placas de 

microtitulos y después se l.5.van para eliminar el exceso de 

antígeno y se anade el antisuero para que reaccione con el 

antígeno. Después de un pe1·iodo de incubación, el dnticuerpo 

en exceso no fijado se elimina y los po:os se lavan de 

nuevo. Entonces. un anticuerpo conjugado antiespecie-enzima 

adicional se fija ail anticuerpo presente y despues de otro 

lavado y periodo de incubación, se agrega un substrato 

enzima. En un resultado positivo se p1-oduce un producto de 

reacción con color que se mide espectrototometricamente 

(23). 
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III. OBJETIVOS GENERALES 

l.- Determinar la presencia de anticuerpos espec1ficoa 

contra el virus de l•ucosis bovina mediante las pruebas de 

ELISA e Inmunoditusión en Gel de Agar. 

~.-D~terminar la prevalencia de la enfermedad en los E~vino• 

Hclstein Friesian d~l Centro de Mejoramiento Gen6tico de 

LICONSA. 



IV. MATERIAL Y METODOS 

El presente trabajo se realizó en el CEMEGEN de Leche 

Industrializada Conaeupo. S.A. de C.V .. locali=ado en el 

municipio de Tepotzotlan Edo. de Mex .. con una altitud de de 

2450 msnm. el clima de esta región es provincia de humedad e 

subhWneda. temperatura B'. con temperatura en v~rano d@ 25 y 

34•c <13>. 

La población existente al mee de septiembre de 1990 en el 

centro fue d• 1739 animal•• que correspondieron a diferentes 

raza• como: Pardo Suizo. Jersey. F1 Holstein x Cebu, 

Slmental, Sillbrah y Holstein Frieslan. 

Se mue•trearón al azar 134 animales de la ra=a Holst~in 

Friesian que comprendieron a 4 grupos con las siguientes 

caracter:tsticaa: 

GRUPO I. Animales adultos nacionales: 11 

GRUPO.II. Animales jóvenes nacionales: 36 

GRUPO.III. Animales adultos de importación: 65 

GRUPO.IV. Animales jóvenes de importación: 22 

T O T A L 134 

El criterio para definir entre animales jóvenes y adultos 

fue: animalee recien nacidos a 3 anos de edad se 

consideraron jóvenes y animales mayores de tres anos, 

adulto•. 

Se obtuvo 

punción en 

de cada 

la vena 

animal 10 ml de sangre . poi· medio de la 

yugular y en la arteria coccígea. 
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util1::andC• tubos al vac1o. Una ve= que las muestras de 

sangre fueron tomada.s e ident.ificadas. se mantuvieron 

inclinadas y a la sombra. para que coagularan. Se separaró el 

suero y se congeló hasta su uso. 

Se reali:ó la prueba dirocta IDGA y la prueba indirecta de 

EL ISA. El agdr para IDGA fue preparado con O. 9% de agar en 

solución 41nOrtiguadora de fosfatos ph 8.6. se vertieron 15 

ml de esta,solución a una caja de petri. A continuación se 

hicieron 7 orificios de 5 Tilll de di~metro. uno central para 

el antígeno glicoproteico gp51'. rodeado de orificios 

equidistantes para tres sueros problema y sus testigos 

respectivos: positivo. negativo, d~bil positivo. Las cajas 

se mantuvieron a 200 C durante 48 horas. La prueba se 

registró como positiva cuando las lineas de precipitación 

fueron idénticas a las del suero testigo positivo 

( 16 . 22. 25 . 27) . 

Lo. t~cnica directa de ELISA utilizada fue desarrollada por 

Engvall y Perlman 1972(26) y utilizada por: Toad y Adair 

1980(31), Mammerickx 1984(28). Pella. Bravo. Fajardo 

1986(26). Las diluciones de loe sueros fueron de 1/25 y el 

ant1geno glic..:•proteico gp51* para IDGA se trabajó a una 

dilución de 1/200 y el conjugado anti-IgG bovino en conejo 

con peroxidasa de rd.bano** a 1/200 y se adaptaron dc•s para 

utilizados con ELISA en el Labo1-atorlo de Virologfa de la 

* Leukoassay B: Pitman Moore 
**C'•.:injugado Anti-IgG Be.vino en conejo: Lab. de Virologia 
FMVZ 
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F.M.V.Z. U.N.A.M. Las placas para ELISA se l·:y'!!r"n en el 

espectrototometro Dynatech a una DO de 490 nm. 

Los resultadós obtenidos fueron agrupad.:-s estad!sticam~nte 

en base a la distribución de ji-cuadrada (Xil C35¡. 
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V RESULTADOS 

I.-De los 134 sueros de bovinos analizados re•ultaron: 

llinmunodifusión en gel de agar: 40 positivos (29.9~) 

94 negativos (70.1%) 

2lELISA: 

<Graf ica l 

46 positivos (34.3%) 

88 negativos (75.6%) 

II.-Las diferencias entre bovinos jovenes y adultos fuerón: 

llJóvenes 14 positivos (10.44%) 

2JAdultos 25 positivos (18.66) 

(Graf ica 2 y 2 B) 

JII.-Comparación de animales nacionales con importados: 

ll 12 positivos nacionales (8.95%) 

2) 27 positivos importados (20.15%) 

(Gr6f ica 3 y 3 Bl 
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VI. DISCUSION 

Para la determinación de anticuerpos anti-Virus Leucemia 

Bovina se han venido empleando varias técnicas 

inmunológicas: siendo lds ,mas uti 1 i:?ad~s InmunodifusiOn y 

ELISA. 

KlirnentowsJd Cl7l utili=ó la p1~ueba de ELI~A para suer•:· 

sanguineo bovino 

42.4% con IDGA. 

obteniendo 51.7% de reactores positivos y 

Tambien Ku=mak ( 18) hi=o esi:.ud1os 

compa.rativos con las 2 pruebas y demostro un 100'\ para EL!SA. 

y 81.2% para IDGA re•ultando la prueba de ELISA mas sensible 

y con menor cantidad de rea.ccione.s falsas positi·1as. 

Biancifiori. {4) demostró que la pruebs d~ ELISA es m~s 

sensible, r6pida y demuestra reacciones positivas antes que 

1001'.. Cada autor utiliza un antígeno y conjugado a 

diferentes diluciones y concentraciones. 

En el presente trabajo se adaptó el Ag gp 51' comerc1al para 

IDGA y se adaptó para ELISA. Al evaluar por ambas técnicas 

los 134 sue1·os bovinos no hubo una diferencia significativa 

en las dos: ELISA (34.3%1. IDGA (29.9%!. Resultatlos que 

confirman lo dicho pvr los autores citados anteriormente. 

Las técnicas de IDGA y ELISA son confiables y de gran 

utilidad en la ejecución de programas de control de la 

infección en determinadas zonas y hatos; sobre todo en el 

caso de animales de importa.cien. que se requliE-re '1!stQn 

libree d• tlata. 

Las comparaciones hechas en este ':rabajo encC1nt1·om·.:.s que en 

el ganado Holstein Friesian del CEI"1EGEH existe una 
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diferencia significativa p<0.05 de reacciones positivas al 

VLB entre ganado nacional y de impprtación procedente de E.U 

y Canada. que aon paises con una prevalencia muy alta al 

VLB.(7,14) 
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VII.CO!l~LUSIOl!ES 

-De loe sueros probados inicialmente con I.D.G.A. los que 

resultaron positivos a ~ata lo fueron igualmente a .ELISA. 

obteniendo en esta última 6 sueros m6s por ser mas sensible. 

-Los diferencias de seropositividad entn bovinos Holstein 

Friesian nacionales e impostados presentaron diferencia 

significativa. 

-El antigeno gp 51• (Comercial) para I.D.G.A. tu6 util para 

aer utili:ado en la prueba de ELISA.y emplea en esta 

cantidades de antigeno y suero problema minimaE y es m4s 

r'pida. 
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