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Resumen 

El Linfosarcoma Enzoótico Bovino (LEB) es el pro- 
blema neoplásico más común e importante por las 
pérdidas económicas que ocasiona, principalmente en 
el ganado lechero. En México escasea la información 
concerniente al LEB. El objetivo del presente trabajo 
fue comparar la efectividad de las pruebas de 
Inmunodifusión en gel de agar y ELISApara el diagnós- 
tico de la enfermedad en sueros de bovinos Holstein- 
Friesian. Se formaron tres grupos de 10 animales cada 
uno y un cuarto grupo con 15 animales. El primero 
consistió en animales seropositivos con leucocitosis 
persistentes (LP), el segundo en seropositivos sin pre- 
sentación enzoótica de la enfermedad y sin LP, y el 
tercero con LEB, comparados con un grupo testigo de 
15 animales clínicamente sanos y negativos serológi- 
camente al Virus de la Leucosis Bovina (VLB). Se 
obtuvieron tres muestras sanguíneas de cada animal 
cori intervalos de un mes para cada una. Las dos prue- 
bas resultaron ser igualmente específicas. Los mayores 
titulos de anticuerpos se detectaron en el gnipo 1, sin 
correlación directa entre éstos y la presentación de la 
enfermedad. Los títulos de anticuerpos detectados con 
la prueba de ELISA no variaron durante los tres 
muestreos de los grupos infectados. 

Introducción 

La Leucosis Enzoótica Bovina (LEB) en su forma 
clínica, es un padeciiniento neoplásico letal produci- 
do por un retxovirus tipo C; se caracteriza por la 
proliferación y agregación de linfocitos neoplásicos en 
casi todos los órganos, con la correspondiente varia- 
ción de las manifestaciones Otros términos 
que suelen usarse como sinónimos son: Leucosis (refi- 
riéndose al aumento de linfocitos sanguíneos), lin- 

Recibido para sil piiblicación el 20 de enero de  1992 
* CENID-Microbiología, INIFAP, SARH, Carretera México-Toliica, 

km 15.5, Cuajimalpa, 05110, México, D.F. 
** Departamento de Patología, Faciiltacl de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia, Universidad Nacional Aittónoma de México. 04510, 
México, D.F. 

fosarcoma, linfoilla, hemoblastosis, linfoblastoma, lin- 
fadenosis, linfomatosis, linfoma maligno, linfocitoma, 
leucosis viral bovina, complejo viral leucosis linfo- 
sarcoma. leucemia bovina. Este último término es 
incorrecto desde el punto de vista de la patología, ya 
que la leucemia ocurre también en otros padecimien- 
tos en el  ganad^.^^^ 

Se han publicado múltiples estudios en relación con 
la clasificación de esta enfermedad denotando dos 
formas importantes: Leucosis Enzoótica Bovina (LEB), 
que afecta a ganado mayor de tres años y Leucosis 
Esporádica Bovina, que se subdivide en tres categorías 
segíín su presentación: Juvenil, tímica y cutánea. En la 
leucosis esporádica no se ha podido demostrar la pre- 
sencia del retrovirus tipo C8," que si se aisla de las otras 
fonlias. 

El complejo de Leucosis Linfosarcoma Bovino se 
puede considerar la enfermedad neoplásica maligna 
más frecuente del ganado bovino, aunque probable- 
mente menos del 10% del total de animales portadores 
sanos asintomáticos desarrolla LEB valrededor de 29% 
presenta la forma benigna de linfocitosis persistente 
(Lp) .8.9.25 

Las estadísticas mundiales de la LEB no nueden 
1 

considerarse exactas, pues sólo en algunos países es un 
padeciiniento de denuncia obligatoria. En Europa y 
Asia, la enfermedad se encuentra distribuida amplia- 
mente.'" 

En el continente americano se han realizacio estudios 
de seroprevalencia. Se estima que el 20% de los bovinos 
lecheros en E.U.A. está infectado con el virus v en un 
porcentaje menor el ganado de engorda. Taiilbién se 
considera la principal causa de los decomisos por tumo- 
res, con las consecuentes pérdidas económicas direc- 
tas, calculadas en más de  siete millones de dólares 
a n i i a l e ~ ? ~ ~ ~ , ' ~  En Canadá se estudiaron sueros de bovi- 
nos productores de leche; se encontró una prevalencia 
de 10%" Marin et al.24 determinaron 21% de seropo- 
sitividad en el ganado bovino productor de carne en 
Venezuela. Igualmente, mediante estudios serológicos, 
se ha detectado la enfermedad en Brasil, Colombia y 
Argen tina.g. ' ' 9"  

En México, los conocinlientos relativos a la LEB 
datan de 11167.2*s6 Tiempo después, se diagnosticaron 



clínican~ente nueve casos e n  u n  total d e  22.669 anima- 
les sacrificados e n  el rastro d e  Ferrería."Alujal encon- 
tró 110 casos de  linfosarcoma e n  México entre 1969 y 
1974, según los datos proporcionados por la Red Nacio- 
nal d e  Laboratorios d e  Diagnóstico d e  Salud Animal de  
la SARH. Este in forme indica la presencia cle la enfer- 
medad e n  17 entidades, principalmente del centro de  
la República; asimismo, conviene mencionar un incre- 
m e n t o  anual e n  el numero  d e  casos. 

JaramilloIs recopiló entre 1966 y 1975 información 
de  diversas instituciones oficiales d e  diagnóstico e n  el 
valle de  México, encontrando 40 casos. posteriormen- 
te,  la Red Nacional d e  Laboratorios d e  Diagnóstico 
(SARH)  in formó d e  220 casos clínicos de  1969 a 1982 
e n  la República Mexicana. 

En el ganado lechero d e  la cuenca de  Tizayuca, 
Hidalgo, se demostró e n  1983 u n  40% de seropositividad 
con  la  prueba cle inmunodifusión e n  gel de agar.1gs33 
Larios et al determinar anticuerpos contra V L B ,  
encontraron porcentajes variables entre 8 y 50% e n  los 
estados d e  Puebla, Veracriiz, Oaxaca, Yucatán y Ta- 
maulipas. 

Durante la década d e  los sesentas, las pruebas de  virus 
neutral i~ación, '~  fijación d e  c o m p l e m e n t o , 2 ~ n m i i n o -  
fluorescencia iridirecta,Virihibición temprana de  la 
policariocitosis," radio inmiino análisis (RIA)  ,2l inhibi- 
ción d e  la transci-iptasa d e  reversa3' e i n m u n o  difusión 
e n  gel de  agar (1DC;A) ,27 se adaptaron para la detección 
de  anticuerpos específicos contra el VLB.  El sistema 
RIA  parece ser el d e  mayor sensibilidad. Sin embargo, 
la prueba d e  IDGA producida comercialmente es prác- 
tica, econónlica, con  buen  grado de  sensibilidad y se 
utiliza ampliamente e n  los trámites d e  importación de  
bovinos y de  semen. La Comunidad Económica Euro- 
pea y el Departamento d e  Agricultura cle los Estaclos 
Unidos de  América (USDA) la recomiendan para estu- 
dios de  seroprevalencia y medidas d e  c ~ n t r o i . ~ . ~ ~  

La prueba de  inmunoensayo enzimático (ELISA) se 
utiliza también para la detección y cuantificación de  
anticuerpos contra elVLB, debido a que es sumamente 
sensible, específica y sencilla para adaptarse coilio téc- 
nica d e  rutina e n  el labcratorio de  d i a g n ó ~ t i c o . ~ . ~ . ' ~ ~ " ~  
22.23.31.34 

El objetivo d e  este trabajo fue realizar u n  análisis 
comparativo entre las pruebas d e  ELISA e ininu- 
nodifusión e n  gel d e  agar pai-a la detección de  anti- 
cuerpos sericos específicos contraelvirus d e  1aLeiicosis 
Bovina. 

Material y métodos 

El trabajo se realizó e n  un con~plejo  agropecuario del 
estado d e  Hidalgo. La población promedio es d e  20,000 
bovinos Holstein-Friesian, distribuidos e n  una  siiperfi- 
cie aproxiinada d e  75 hectáreas bajo un sistema de 
explotación intensiva. 

El criterio empleado, tanto serológico c o m o  d e  
bioinetria heniática, para seleccionar a los 45 animales 
fue el siguiente: Se realizaron tres muestreos previos 
( con  intervalos d e  u n  m e s  cada u n o )  e n  los animales 

con antecedentes clínicos y hemáticos d e  linfocitosis 
persistente indicativos de  LEB. 

Para la iden tificación de  a11 ticuerpos séricos específi- 
cos contra el V L B ,  se utilizaron comparativamente las 
técnicas de  ELISA e inmunodifusión e n  gel de  agar 
( IDGA) . 

El procedimiento utilizado para la prueba indirecta 
d e  ELISA fue el desarrollado por T o d d  y A d a i ~ - . ~ ~  El 
antigeno glicoproteínico* fue diluido al 0.01 M e n  
solución amortiguada de  carbonatos ( p H  9.5) y se 
repartió e n  volúmenes d e  25 pl e n  cada pozo de  las 
placas de  polivinil para inicrotitulación. Las placas se 
conservaron durante toda la noche a 4 C y fueron 
fijadas con PBS conteniendo 3% d e  formalina. Antes de  
usar las placas, fueron lavadas 5 veces con  PBS conte- 
n iendo med io  Tween  20** (PBS-S).  Las muestras de  
suero (100 pl) con 4 diluciones dobles seriadas con 
PBST con 1 % de albúmina sérica bovina se realizaron 
por triplicado e n  las inicroplacas. Después d e  la 
incubación a 37 C durante una  hora, las placas fueron 
lavadas 5 veces con PBST y a cada pozo d e  la placa se le 
adicionaron 100 p1 d e  conjugado de  peroxidasa anti 
IgG d e  bovino producido e n  conejoq**, a u n a  dilución 
d e  1: 1024. Tras d e  incubar las placas u n a  hora a tempe- 
ratura ambiente, se lavaron con  PBST y se agregaron a 
cada pozo 200 p1 d e  o-feniiendiamina con 0.03% de 
peróxido de  hidrógeno co111o sustrato. La reacción se 
detuvo a los 30 minutos con la agregación d e  ácido 
sulfúrico 8 N. Cada placa tuvo u n  suero d e  referencia 
testigo positivo y u n o  negativo. Se detenninó la absor- 
ción cle cada pozo a 490 nin mediante espectrofo- 
tometría. Las diluciones 164  o mayores fueron consi- 
deradas como ELISA positivas. 

Para la prueba de  IDGA, el agar se preparó al 0.95% 
e n  solución amortiguadora d e  fosfatos ( p H  8.6). Se 
vertieron 15 1111 d e  esta solución por cada caja de  Petri. 
U n a  vez solidificado el medio ,  se realizaron 7 orificios 
d e  5 mm d e  diámetro: u n o  central para el antígeno, 
rodeado d e  6 ecjuidistantes para 3 sueros problemas sin 
diluir y sus testigos respectivos: positivo, negativo y 
positivo moderado. Las cajas se mantuvieron a 20 C 
durante 48 horas para incubación. Las pruebas se 
registraron como positivas cuando las líneas de  precipi- 
tación eran idgnticas a las del suero testigo positivo. 

Para la detección d e  10 animales con LP, se determi- 
nó la cantidad d e  leucocitos por min3 e n  la sangre 
colectada con anticoagulante EDTA. La cuenta diferen- 
cial se expresó e n  porcentajes y cifras absolutas, según 
las técnicas convencionales descritas por 

El estudio consistió e n  dos fases: 
Fase 1. Selección de  cuatro grupos de  aniinales e n  

producción con las siguientes car&terísticas: 
Grupo 1. 10 animales ELISA positivos al V L B  más 

1eucocit.osis persisten te (LP)  . 
Grupo 2. 10 animales serológicamente positivos al 

V L B  utilizando la prueba ELISA. 
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Cuadro 2 
BIOMETRIA HEMATICA 

OruPO No. de HT** G.R ** HB* G.B. ** Linfodtos** 
bovino % mm3 g/l00 nll V I Z ~  % 

* Las medias con diferentes letras son significativas P < 0.05 
1- (tLP) 8- (+ tumoral) 
2- (t) 4 (testigo) 
** Las medias con diferentes letras son altamente significativas P < 0.01 

an ti-VLB. Esta característica proporciona una confiable 
opción para identificar animales infectados mediante 
pruebas inmunológicas como lo señalan Ferrer et aZ?.I0 

Recientemente se han desarrollado mtíltiples estu- 
dios sobre la detección y cuantificación de anticuerpos 
anti-VLB. Kajikatva et al.'Qemostraron que la sensibili- 
dad de la prueba de ELISA es mayor que la prueba de 
IDGA, para la detección de anticuerpos contra el virus 
de la LB. En otro trabajo se comprobó mayor efectivi- 
dad en la prueba de ELISA que en la de IDGA al 
emplear anticuerpos monoclonales, para la detección 
de animales infectados con el VLB.I4 Burridge et al.' 
observaron en 32 muestras sanguíneas de bovinos in- 
fectados con VLB escasa variación en los titulos de 
anticuerpos dentro de un periodo aproximado de seis 
meses, similar a lo obtenido en este estudio. 

También se comprobó la efectividad de estas dos 
pruebas (ELISA-IDGA) en el suero de leche de bovinos 
infectados; la primera resultó más sensible y con menor 
porcentaje de falsos positivos. KlimentwskiIs empleó la 
técnica de ELISA en sueros sanguíneos para demostrar 
51.7% de reactores positivos al VLB, comparado con 
42.4% con la de IDGA. El titulo de anticuerpos detec- 
tados durante tres meses no varió de manera importan- 
te. Toma et observaron alta especificidad en la 
prueba de ELISA (99%) en muestreos seriados de 
sangre y leche de bovinos infectados con el VLB; con- 
cluyeron que ELISA es una prueba factible para detec- 
tar infecciones iniciales y para evaluar hatos libres de la 
enfermedad. La prueba de ELISA es muy sensible y 

51  (+ LP) 5 2  (+) 5 3  (+ tumoral) 5 4  (testigo) 
GRUPOS 

MUESTREO 1 m MUESTREO 2 0 MUESTRE0 3 

Figurn 3. Valores de Iinfocitos 

especifica para la medición de anticuerpos; no obstan- 
te, la prueba de IDGA, por su bajo costo y fácil desarro- 
llo, puede considerarse una buena alternativa para 
aplicarse en estudios epidemiológicos. 

En el presente estudio todos los sueros de bovinos 
con títulos ELISA ~ositivos al VLB también lo fueron 
con IDGA. Luego, se concluye que para fines prácticos 
y para estudios epidemiológicos es factible usar esta 
última, ya que es económica y fácil de realizar. Asimis- 
mo, los titulos de anticuerpos detectados por el método 
de ELISA permanecieron constantes durante todo el 
experimento. No se observó ninguna correlación entre 
el dtulo de anticuerpos anti-VLB con las tres presenta- 
ciones de la enfermedad (seropositivos más leucocitosis 
persistente, seropositivos y seropositivos tumorales). 

" 
0 2  (+) 5 3  (+ tumoral) 5 4  (testigo) 51  (+ LP) a*'(+) 5 3  (+ t'umoral) 5 4  (tertlao) 

GRUPOS GRUPOS 

MUESTREO 1 m MUESTREO 2 0 MUESTREO 3 MUESTRE0 1 m MUESTRE0 2 MUESTRE0 3 

Figura 2. Valores de glóbulos blancos Figura 4. Valores ahlutos de linfocitos 



Abstract 16. Kajikawa, O., Koyama, H., Sasaki,T.,Yosl-iikawa,T. and Saite, H.: 
Studies on enzvme-linked immunosorbent assav IELISA) for 

Bovine enzootic lymphosarcoma is the mostimportant 
and common neoplastic disease in cattle. Information 
concerning this problem in Mexico is scarce. The 
objective of tlie study was to compare the effectivity of 
the agar gel iminunodiffusion test with the ELISA one 
for the diagnosis of this disease in Holstein-Friesian 
cattle sera. Tliree groupswere formed with ten animals 
each and a foiirth one with fifteen. Tlie first consisted 
of seropositive animals with persistent leucocytosis; the 
second one ofseropositive animalswithoiitpresentation 
of the disease and without persistent leucocytosis; the 
third one with bovine enzootic leucosis and the fourth, . 
was the control. Three samples of blood were obtained 
from each animal with monthly intervals. Serological 
tests resulted equally specific. Major antibody titrers 
were detectedin Group 1, notfindingadirectcorrelation 
between titxers and presence of the clinical disease. 
Antibody titrers detected with ELISA did not change 
during the three samples in the infected groups. 
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