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1. lNTRODUCCION 

El Linfosarcoma Enzoótica Bovino <LEB> en su forma clínica, 

es un padecimiento neoplAsico fatal producido por un 

Retrovirus tipo C y caracterizado por la proliferación y 

agregación de linfocitos neoplásicos en casi todos los 

órganos, con la 

manifestaciones 

correspondiente 

Otros 

variación 

términos 

de las 

que 

frecuentemente se utilizan como sinónimos son: Leucosis 

<refiriendose 

linfosarcome., 

al aumento de linfocitos sanguíneos), 

linfoma, hemoblastosis, l infobl as toma, 

linf<J.denosis, linfomotosis, linfoma maligno, linfocitoma, 

leucosis viral bovina, complejo viral leucosis linfosarcoma, 

leucemia bovina aunque este 6ltimo t~rmino no es correcto 

desde el punto de vista patológico, ya que éste tipo de 

reacciones ocurren en otros padecimientos en el ganado2
'. 

Se han publicado múltiples estudios con relación a la 

clasificación de esta enfermedad denotando dos formas 

importantes: Leucosis Enzoótica Bovina !LEBl, que se presenta 

en ganado mayor de tres affos y Leucosis Esporádica Bovina, la 

cual a su vez se subdivide en tres categorías seg6n su 

presentación; Juvenil, Timica y CutAnea. En la Leucosis 

Esporádica no se ha podido demostrar 

Retrovirus Tipo C 20
'
66 

1 a presencia del 

Dentro del complejo de Leucosis Enzooótica Bovina , se puede 

considerar al LEB como la enfermedad neoplAsica maligna mAs 

frecuente del ganado bovina, aunque sólo una peque~a fracción 

probablemente menor al 107. del total de animales portadores 
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sanos asintomáticos a la infección del virus de la leucosis 

bovina <VLB> desarrollan LEB y arededor de un 29 ;. presentan 

la forma benigna de linfocitosis persistente <LP> 20,24,61 

De acuerdo a la revision histórica elaborada por Bendixenº·P, 

elLEB fue descrito por primera vez en Alemania en 1878. A 

principos del siglo XX múltiples estudios indicaron que en 

algunos hatos la enfermedad ocurrfa 6nicamente en peque~os 

grupos de animales. Posteriores investigaciones permitieron 

el desarrollo de cuadros o claves hematólogicas de 

referencia, pero estas fueron pruebas poco eficaces para los 

propósitos de investigaciones epidemiológicas y de estudios 

ex peri mental es
0

·"·
2 º·2

'·
7 º. 

Actualmente las estadisticas sobre la LEB en el mundo no son 

exactas, ya que sólo en algunos paises es un padecimiento de 

denuncia obligatoria2
'. En los continentes Europeo y 

AsiAtico, la 

ampliamenteªº. 

enfermedad 

En Dinamarca 

se 

un 

encuentra distribuida 

20Y. de animales son 

seropositivos a VLB. Porcentajes similares se existenen 

Italia7
", Francia'", Inglaterra1

cS, Bélgica54
, Yugoslavia3

cS, 

Rusia 9
\ India92

, Japón32 y varios paises mas
2
'. 

En el continente Americano se han realizado estudios de 

seroprevalencia. Se estima que el 20Y. de los bovinos lecheros 

en los E.U.A., están infectados con el virus y en un 

porcentaje menor el ganado de engorda. También se considera 

que es la principal causa de los decomisos por tumores, con 

las consecuentes pérdidas económicas directas calculadas en 
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má.s de siete mi 11 enes de dólares anual es24
'
93

'
63

• En Can ad A 

fueran estudiadas sueros de bovinas productores de leche 

encontrándose una prevalencia de 10%. Mari'n et !i6 al. , 

determinaran 21% de serapasitividad en el ganada bovina 

productor de carne en Venezuela. Igualmente se ha detectada 

la enfermedad mediante estudias seralógicas en Brasi 1 2 º· 3
", 

Calambia24 y Argentina24
• 

Par lo e:cpuesta puede apreciarse que el virus y las lesiones 

que produce se encuentran presentes en las poblaciones 

ganaderas mt.s importantes del mundo. 

En tlé:lica, las conocimientos relativas a la LEB, datan de 

19671.,eo. Posteriormente se diagnasticá.ron clínicamente nueve 

casas en un total de 22,669 animales sacrificadas en el, 

rastra de Ferre r !a
0
". Aluj a 2 encontró 110 casas de 

linfosar·coma en el pais, durante 1969 a 1974 de acuerda a 

las datas proporcionadas por la Red Nacional de Laboratorios 

de Patolagia Animal. Este informe indica que en 17 entidades 

principalmente del centra de la Republica está. presente la 

enfermedad, asimismo se hace mención de un incremento anual 

en el número de casas. 

Jaramillo3~ recopiló entre 1966 y 1975 información de 

diferentes instituciones oficiales de diagnóstico en el Valle 

de Mé::ico, encontrando 40 casas. Posteriormente la Red 

Nacional de Laboratorios de Diagnóstico <SARH> informó de 220 

casos cl1nicos de 1969 a 1982 en toda la República Mexicana. 

En el ganada lechera de la cuenca de Tizayuca Hidalgo, se 

• 
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demostró en 1983 un 40?. de seroposi ti vi dad47'~ 4 

col. 48 determinaron anticuerpos contra VLB, 

Larios y 

encontrando 

porcentajes variables entre 8 y 50?. en los estados de 

Puebla, Veracruz, Oaxaca, Vucatan y Tamaulipas. 

Los primer-os estudios epidemiológicos de VLB, demostráron que 

la enfermedad ocurria en congregaciones familiares estrechas, 

lo cual fue interpretado originalmente como un efecto 

hereditario. Sin embargo, ésta opinión empezó a declinar 

durante los a~os cincuentas cuando fueron establecidas las 

etiologias virales de las leucemias en roedores y aves2
'. El 

descubrimiento de un virus leucogénico en los mamíferos y las 

observaciones de LB como un suceso enzoótico, dirigió a 

investigadores a especular que la etiologia en el ganado 

bovino tambien era de naturaleza viral. Poco antes de que el 

VLB fuera clasificado2z, el progreso en el entendimiento de 

la biológia molecular del virus fue impedido por la falta de 

un sistema apropiado de cultivos de tejido para su 

replicación. En 1974 Van Der Maaten et al.ei 7 demostraron que 

el VLB pod{a ser cultivado en c~lulas fetales de bazo de 

borrego y posteriormente en 

bovino7
e; y de murci~lago20 

c~lulas fetales de 

El aprovechamiento 

pulmón de 

de estos 

sistemas de cultivo permitió producir material para la 

caracterización bioquimica y biof isica del virus. Posteriores 

trabajos86 , mostraron que el virus contenia una enzima 

denominada "transcriptasa de reversa". Esta característica 

fue la base para clasificar al virus como Retrovirus. Después 

1 -
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de la infección inicial de una célula, la enzima viral 

cataliza la reacción citoplásmica y da como resultado la 

producción de moleculas de DNA las cuales son copias 

complementarias del RNA viral. Entonces las copias de RMA son 

integradas dentro del DNA cromosomal de los núcleos 

celulares. Una vez que ocurre la integración, la información 

viral puede ser retenida indefinidamente a través de ONA 

celular durante la divisi6n mitótica normal. El genoma 

viral puede continuar el código para la producción de sus 

propias proteínas, pero esto no es un requisito para que el 

proceso de replicación viral pueda ser completado; sin 

embargo, el mecanismo de transformación celular producido por 

el VLB aun no ha sido completamente aclarado79'º.Actualmente 

el virus, alternativamente llamado de la Leucosis Bovina o 

Tipo e, está clasificado como un RNA tumoral, 

morfológicamente similar a los virus C causantes de leucemias 

en otras especies; de la subfamilia Onc:oviridae, familia 

Retroviridae <por utilizar la enzima transc:riptasa de reversa 

para su replicación>, g~nero tipo e, del grupo Oncornavirus, 

subgénero Oncovirus tipa C de mamíferos, especie Oncovirus 

tipo C de bovino4
' 

66
• El virus posee un diámetro apro>:imado 

de 120 nm, contiene un sólo filamento de RNA 70S y RNA 

dependiente de la DNA polimerasa • El virus es fácilmente 

destruido por pasteurización, sobrevive par pocas horas en el 

medio ambiente y puede ser preservado por peri6dos 

prolongados a temperaturas entre 70 a 180 C bajo cero cuando 

es mantenido en medios amortiguados. Contiene principalmente 

dos tipos de particulas antigénic:as importantes: El ant1geno 
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externo compuesto de glicoproteinas sensibles al éter y 

llamado gp51 o 60 que es el de mayor tama~o (70,000 Daltons), 

y el antígeno interno, formado de proteínas resistentes al 

éter y acetona llamado p24 o 25 de menor peso molecular 

(24,000 Daltonsl 75
'
79

• 

El VLB difiere de los tipo C de otras especies mamiferas por 

no poseer antígenos p30 y p70. Con base en esta diferencia 

el VLB es reconocido como un virus unico leucémico. Además de 

ser exógeno, la proteína p24 o 25 no contiene ninguno de los 

antígenos determinantes interespecie a especi fi cos 

intraespecie, por lo que no se han detectado reacciones 

antigénicas cruzadas en otros virus bovinos tipo e, aviares o 

de otros mamíferos. Sin embargo, el virus se encuentra 

relacionado genética y antigénicamente con el virus de la 

leucosis ovina. Ambos tienen antígenas p24 y comparten 

antigeno p51, presentan reacción cruzada inmunológica e 

inducen a la formación de sincitias cuando infectan cultivos 

celulares2
". El rango de infectividad in-vitre es muy amplia 

ya que se replica en cultivos celulares de ovina, murci1Hago, 

humano, simio, canina, caprino y equino. Los intentos por 

infectar células de rata y rat6n han sido infructuosos74
'
96

• 

El modo natural de la transmisión de los Oncovirus es 

vertical, que ocurre de una generación a otra y horizontal 

descrita como la diseíninac:i6n del virus entre animales de la 

misma generación, considerada esta ultima como la forma más 

importante. Otros autores utilizan el término de vertical 



para denotar la transmisión genética 6nicamente, e incluyen 

las demás formas dentro de la transmisión horizontal a par 

cantagiou. La transmisión del virus en general puede ser 

clasificada también coma prenatal y posnatal, considerándose 

más precisa para ser utilizada en los programas dirigidos al 

control y erradicación24
• La transmisión prenatal ocurre de 

forma transplacentaria dentro de los seis primeras meses de 

gestación en aprax i madamente 187. del total de casos46
'
71 y 

san diagnosticadas mediante la determinación de anticuerpos 

sericas fetales apartir de la tercera semana de gestación par 

identificación directa del virus y en becerras recien nacidas 

par media de pruebas inmunolagicas antes de la ingestión del 

calostro materna20
'
24

• La transmisión de la enfermedad no 

ocurre a traves de ovocitos, espermatozoides a embriones par 

lo que la transferencia de estos de donadoras positivas a 

receptaras negativas san medios que pueden ser utilizadas en 

progr·amas de erradicación de la LEB31
• 

Lucas50 demostró en 1981 la presencia del VLB en semen de 

tora. Sin embarga, la transmisión par esta v(a no representa 

mayor importancia cuando el semen es utilizado bajo las 

técnicas estandarizadas para inseminación artificial 1
P. 

La forma más frecuente de la transmisión del virus bajo 

candi cienes natural es, es por contacto di recto posnatal con 

animales infectados. La infección a través de leche y 

calostro es relativamente rara, 13 a pesar de que el virus esta 

presente frecuentemente en estas secreciones Este efecto 
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puede ser atribu{do a la acción de los anticuerpos 

protectores virus neutralizantes que reciben los becerros de 

madres infectadas!!m. Se sabe que los insectos hematófagos 

como moscas y garrapatas77
, instrumentos descornadores 17

, 

tatuadores, quirúrgicos y transfusión de sangre infectada 

asi como palpación rectal, desempe~an un papel importante en 

1 a di semi nací ón del VLBH'2º•z.i.33
• 

La transmisión experimental in-vivo del VLB en ovinos y 

bovinos, induce a la actividad oncogénica y tambien e::!sten 

datos preliminares sobre cierto grado de patogenicidad en 

chimpanc~s, cabras, hamsters, conejos, venados cola blanca, 

perro, cerdo, bufalo de agua, y capibarai:;!5'24'!5~ El virus no 

es infectante para el ser humano bajo condiciones naturales, 

aunque s{ 1 o es en cultivos celulares. El:Í sten estudios 

epidemiólogicos que demuestran cierta relación entre Areas 

con elevada frecuencia de LEB y altos porcentajes de leucemia 

en humanos. Estas observaciones, combinadas 

estudios biológicos y epidemiológicos 

profundizar los estudios sobre el riesgo de salud 

1. ANTECEDENTES V JUSTIFICACIONES 

con otros 

requieren 

publica19
• 

Durante la d(!cada de los sesentas, las pruebas de virus 

neutralización <VN> 2 3, fijación de complemento <FC> 6
', 

inmunofluorescencia indirecta <IIJ 2
", inhibición temprana de 

la policariocitosis <ITP> 30
, radio inmuno anti.lisis <R1Al 60

, 
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inhibición de la transcriptasa de reversa (!TRI 8 3, inmune 

difusión en gel de agar <IDSA> 65
, fueron adaptadas para la 

detección de anticuerpos especificas contra el VLB. Aunque el 

sistema RIA parece ser el de mayor sensibilidad, la prueba de 

IDGA producida comercialmente es práctica, económica, con 

buen grado de sensibilidad y ampliamente utilizada en los 

trámites de importación de bovinos y de semen. La Comunidad 

Económica Europea y el Departamento de Agricultura de los 

Estados Unidos de America <USDAl la recomiendan para estudios 

de seroprevalencia y medidas de controI 2º•
62

• 

La prueba de inmunoensayo enzimático (ELISAl, se utiliza 

tambien para la detección y cuantificación de anticuerpos 

contra el VLB1 ~ debido a que es sumamente sensible, 

especifica y sencilla para ser adaptada como técnica de 

rutina en el laboratorio de diagnóstico13
•
40

·!>
3

,!>
4

•
70·º7

• 

La relación que existe entre la infección por el VLB, el 

linfosarcoma y la Leucocitosis Persistente (LP> es muy 

impor·tante para entender los complejos mecanismos implicados 

en la patogénia de la enfermedad. Estudios retrospectivos de 

gran cantidad de casos, demostraron que aprm:imadamente uno 

por cadade tres animales seropositivos al VLB, tuvieron 

antecedentes de haber presentado LP24 ' 2 ~. Ferrer et al. 1~' 26 

observaron en 1979, que el VLB puede ser detectado en casi 

todos los bovinos que presentan LP, sin embargo en ocasiones 

más del 60% de los animales seropositivos dQ VLV, no 

presentan esta condición. Asimismo solo una parte de los 
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animales que presentan LP desarrollan en determinado momento 

de su vida la forma maligna de la enfermedad (LEBl. Por otro 

lado , una pequefía proporción del grupo de animales en 

estado de PSA sin presentar LP desarrolla la forma LEB y no 

necesariamente la LP antecede a la forma tumoral de la 

enfe:i-mcdad, de tal manera que el diagnostico basado en el 

conteo leucocitaria solo detecta una pequefía proporción de 

los animales portadores del VLB
61

• Por lo tanto es obvio que 

las claves hematológicas, no son adecuadas corno indicadores 

de la infección y la condición de LP tiene poco valor por si 

solas en programas de control y erradicación 9 'P • Sin embargo 

la probabilidad de que un animal con LP este infectado es 

mayor- que en un animal que no la presenta25
• 

Actualmente se utilizan varios métodos, entre ellos 

microscopia electrónicaP1, detección de inmunoglogulinas en 

la membrana citoplasrnática e histoquimica enzimática21 para 

caracterizar la rnorfologia y la función de células linfoides 

normales y de naturaleza neoplásica. Algunos estudios 

demuestran que las enzimas adenosin-trifosfatasa <ATPasal y 

fosfatasa !cida <FAl son efectivas como marcadores de 

superficie e:n linfocitos T y B respective.menteº~. En bovinos 

con LP, la mayoria de los linfocitos son tipo B siendo 

detectada esta caracteristica por el incremento en el 

número de células en sangre periférica y en gánglios 

linfáticos, inmunoglobulinas de superficie y 

eritrociticos receptores del complemento21
• 

anticuerpos 

Los ovinos 
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infectados e:1perimentalmente con el VLB, desarrollan 

linfosarcoma con elevada frecuencia y las células neoplásicas 

presentes en sangre periférica son de tipo a50
•
85

• El 

linfosarcoma en humanos en sus diferentes clasificaciones 

Clinfoma linfocCtico, linfoma pobremente diferenciado, 

linfoma histiocl tico y leucemia linfoci ti ca crónica> ocurre 

usualmente en individuos adultos y tambien es 

predominantememte un desorden celular de tipo B27
• 

Raich 73 utilizó t~cnicas citoqu1micas para reconocer y 

clasificar linfocitos de bovinos en sangre periférica en 

ganglios linfáticos con linfosarcoma tipo adulto, juvenil y 

timico y en células de ovinos infectados con el VLB. Los 

resultados se compararon con las mismas técnicas en 

linfocitos normales. Los métodos c:i toqui mi ces fueron; 

Sudan-Negro-B ISN-B>, Acido Pery6dic:o de Schiff <PASl, 

Fosfatasa Acida <FA>, Naftol AS-D Cloracetato <Nf\SDC> y Alfa 

Naftil f\cetato <ANA> esterasa. 

La aplicación de reacciones c:itoquimic:as en leucocitos de 

ovinos y bovinos con linfosarcoma, son útiles para demostrar 

características especificas y únicas. Estas reacciones 

parecen efectivas para aclarar la patogénia y establecer una 

clasificación celular en los desórdenes linfoproliferativos 

en estas espécies, similar a lo establecido en el hombre
73

• 

Existen otras pruebas diagnósticas complementarias dentro del 

grupo de procesos tumorales en el hombre y en algunas 

especies de animales u,
37•"°·"3

, La hipercalc:emia es una 
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complicación bien reconocida en procesos neoplásicos malignos 

de humanos y en carcinomas de glándula mamaria, pulmón y 

riK~n, melanoma múltiple, Linfomas malignos tipo Hodgkin y no 

Hodgkin también han sido descritos en asociación con 

hipercalcemia6
• El o los mecanismos de esta condición se 

desconocen, aunque las hipótesis más satisfactorias son las 

siguientes: Las células tumorales de algunos !infamas 

secr·etan sustancias productoras de hipercalcemia las cuales 

pueden o no estar relacionadas inmunológicamente con la 

hormona par-atiroidea <HPT>. Estas sustancias var!an en la 

actividad biológica y sólo producen hipercalcemia cuando són 

muy activas o se presentan en grandes cantidades. La invasión 

de c~lulas neoplásicas a médula ósea, puede predisponer a la 

hipercalcemia debido a la secreción local de las 

activadoras de osteoclastos. Efectos similares 

sustancias 

se han 

detectado con la participación de componentes derivados del 

sistema prostaglandina-sintetasa11
. 

El linfosarcoma es la neoplasia más común asociada a la 

hipercalcemia en perros y gatos, aunque no ha sido 

aclar·ada completamente la causa de este desorden, se 

considera que es debido al efecto de una sustancia hormonal 

de resorción ósea (e.g., prostaglandina E2, factor de 

actividad osteoclAstical. Este factor induce a la resorción 

ósea y a la movilización de calcio sólo cuando la médula 

ósea esta infiltrada por células tumorales37
• En bovinos 

con LEB, no se han realizado estudios referentes a la 
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concentración sérica de los minerales calcio y fósforo y a la 

posible presencia de factores de actividad osteoclAstica. 

La determinación de la enzima deshidrogenasa lactica <DHL> y 

sus isoenzimas como prueba diagnóstica ha sido bien 

establecida en medicina humana3
'
91

• En medicina veterinaria 

son escasos los estudios que se han desarrollado en 

rumiantes. La enzima DHL se encuentra ampliamente distribuida 

en las c~lulas de los tejidos y fluidos corporales. Cuando 

exíste un incrr?mento en la permeabilidad de la membrana 

celular o se desintegra ésta, ocurre un flujo enzimático 

hacia la corriente sangu{nea, especialmente cuando se 

presenta el da~o en un órgano o tejido con gran actividad 

enzimática. Prasse72 investigó las isa-enzimas de DHL en el -

suero de bovinos clínicamente sanos y en animales enfermos, 

concluyendo que este puede ser el mejor criterio para 

detectar algunos padecimientos, en lugar de determinar 

enzi ma34
'
41 únicamente la concentración total de la 

Diferentes estados fisiológicos <stress, edad, prefíezl, 

ademAs el se):o y raza, pueden alterar su concentración. En 

ovinos con distrofia muscular aguda, se observa un notable 

aumento de la isoenzima DHL5. En i nvesti gaci enes 

recientes se han establecido los niveles séricos de las 

isa-enzimas de DHL en varios tejidos de bovinos cl{nicamente 

sanos. Los resultados sugieren tambien que esta determinación 

enzimática puede ser usada en el diagnóstico 

dafíos hepáticos y musculares'1 • Los humanos 

diferencial de 

con tumores 
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malignos y los animales con carcinomas, generalmente muestran 

incremento er1 la actividad sérica de la enzima DHL. En las 

leucemias de ovinos y bovinos, la actividad de la DHL sérica 

se incrementa, ademAs presenta notable actividad en 

las células tumorales'1,?<S,Pl. 



II. - HIPOTESIB 

1.- Los bovinos infectados naturalmente con el VLB y con 

reacciones serológicas positivas a este, presentan 

linfocitosis con formas celulares blásticas en sangre 

periférica. 

2.- Los niveles séricos de la enzima Deshidrogenasa Láctica 

<DHLl y de calcio están elevados y los de fósforo 

disminuidos. 

3.- Los niveles séricos de gamaglobulinas están aumentados. 

111. OBJETIVO GENERAL 

Perfeccionar el diagnóstico de la LEB por medio de la 

determinación de algunas alteraciones humorales y 

celulares y la correlación entre ellas. 

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1.- Determinar en los bovinos infectados naturalmente con el 

VLB, algunas alteraciones humorales: 

1-1 Determinar anticuerpos contra el VLB, por medio de 

las técnicas de ELISA e IDGA. 

1-2 Determinar y cuantificar la enzima DHL en suero. 

1-3 Determinar y cuantificar los minerales calcio y 

fósforo en suero. 

1-4 Determinar y cuantificar las fracciones de 

inmunoglobulinas en suero. 

15 
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2.- Clasificar la población de linfocitos en frotis de sangre 

periférica por métodos citoquimicos: ~lright, 

Acjdo-Periodico de Schiff IPAS>, Peroxidasa y Verde 

t!etil Pir·onina 

2-1 Realizar biometria hemática completa: leucocitos/mm
3

, 

conteo diferencial y en cifras absolutas de 

leucocitos, hemoglobina Cg/dll y hematocrito CZl. 



V, - MATERIAL Y tlETODOS 

El presente trabajo se realizó en un complejo agropecuario 

del estado de Hidalgo, La población promedio es de 30,000 

bovinos de la raza Holstein-Friesian, distribuidos en una 

superficie aproximada de 75 hectAreas bajo un sistema de 

explotación intensiva. 

El estudio constó de dos fases: 

Fase 1 - Selección de cuatro grupos de animales en producción 

con las siguientes caracteristicas: 

GRUPO !.- 10 animales ELISA positivos mAs Leucocitosis 

Persistente <LPl. 

GRUPO 11.- 10 animales serológicamente positivos a LEB 

utilizando la prueba de ELISA. 

GRUPO 111.- 10 animales ELISA positivos más presentación 

clinica de la enfermedad. 

Grupo IV.- 15 animales clínicamente sanos y ELISA 

negativos (como controles). 

De cada animal se obtuvieron dos muestras de 12 ml de sangre 

cada uno, uno sin y el otro con anticoagulante 

(Etilen-Diamino-Tetra-Acético EDTAl,a partir de la vena 

coccigea, empleando el sistema de tubos al vacio* De la 

sangre colectada sin anticoagulante se obtuvo el suero 

mediante centrifugación y se congeló a -20 C hasta el momento 

de su anAlisis. 

El criterio empleado para seleccionar a los 45 animales fue 

el siguiente: Se realizaron tres muestreos previos (con 

*Becton Dickinson de M~xico. 
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intervalos de un mes cada uno>, en los animales con 

antecedentes clinicos y hemáticos indicativos de LEB.y 

linfocitosis persistente. 

Se adaptó la prueba indirecta de ELISA99 en suero sanguineo 

para la detección y cuantificación de anticuerpos especificas 

contra el VLB empleando un antigeno glicoproteico comercial•. 

Las reacciones se interpretaron como positivas cuando las 

diluciones fueron iguales o mayores de 1/64. Para la 

detección de los 10 animales con LP, en la sangre colectada 

con anticoagulante EDTA, se determinó la cantidad de 

leucocitos por mm 9
• La cuenta diferencial se ei:presó en 

porcentajes y en cifras absolutas, de acuerdo con las 

técnicas convencionales descritas por Benjamin10
• 

Fase 11.- De los 45 animales seleccionados para formar los 

cuatro grupos, se realizaron tres muestreos sanguineos 

seriados con intervalos de un mes cada uno y se procedio en 

la misma forma ya descrita. La DHL se determinó en el suero 

inmediatamente después de su obtención empleando el método 

cinético con reactivos comerciales~El procedimiento utilizado 

para la prueba indirecta de ELISA fue el desarrollado por 

Todd y Adair 97 .Para la prueba de IDGA el agar fue preparado 

al 0.91. en solucion amortiguadora de fosfatos pH 8.6, de esta 

solución se vertieron 15 ml a una caja de Petri. Una ve:: 

gelificado se hicieron siete orificios de 5mm de diámetro; 

uno central para el antigeno rodeado de seis equidistantes 

para tres sueros problemas y sus controles respectivos: 
* Pitman Moore Inc. USA 

** Merck Lab. 
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positivo, negativo y positivo moderado. Las cajas fueron 

mantenidas a 20 C durante 48 horas. La prueba se registró 

como positiva cuando las lineas de precipitación fueron 

identicas a las del suero control positivo.Las 

determinaciónes en el suero de los minerales calcio y fósforo 

se realizaron empleando las técnicas de espectrofotometria de 

luz visible con reactivos comerciales .La técnica de 

electroforesis se utilizó para valorar las diferenteQ 

fracciones de globulinas en suero sangulneo60
• Para las 

reacciones citoqulmicas, se tifíeron los cuatro froti s 

obtenidos de la sangre con anticoagulante con los métodos de 

~lri gil t, acido peryódico de Schiff <PASl, peronidasa 

y verde-metil-pironina de acuerdo al manual de tinciones de 

las Fuerzas Armadas55
• La reacción de las tinciones en los 

linfocitos, Fue determinada de acuerdo al criterio 

previamente establecido por Bennett y Reed 7 sobre un rango de 

cero a tres marcas (+l, adicionalmente fueron tabulados los 

porcentajes de linfocitos con reacción positiva a las 

tinciones. La biometr1a hemática <BH> completa: gl6bul os 

rojos <GR>, glóbulos blancos <GB>, hematocrito <Htl, y 

hemoglobina CHb> se realizó en los tres muestreos de sangre 

con EDTA de cada animal segun las técnicas descritas por 

Benjamín to 

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un análisis de 

varianza totalmente al azar y con un nivel de significancia 

de (p < O.Otl. 



VI. RESULTADOS 

l SEROLOl3IA 

Los resultados de los 30 sueros de los bovinas 

detectados como positivos y de los 15 negativas con la prueba 

de ELIS() fuE?ran comprobados con IDGA. 

Ninguno de Jos 15 animales del grupo control negativo 

presentó reacciones seropasitivas al VLB durante los tres 

muestrees seriados. 

Con la prueba de ELISA el titulo de anticuerpos más elevado 

se observó en un animal del grupo I (1/512). 

La especificidad de la prueba de IDGA fue de 100Y. comparada 

con las resultados de ELISA. 

En los treinta bovinos que formaron los tres grupos de 

animales seropositivos , el titulo de anticuerpos detectados 

mediante la prueba de ELISA permaneció constante durante las 

tres repeticiones <una cada mes) no presentándose 

diferencias estad1sticas significativas <CUADRO 1). 

2 BIOMETRIA HEMATICA 

Los valores de hematocrito <Ht> en los animales de 

los grupos 1, 2, y 4 na presentaron variaciones importantes 

pero en el grupo 3 los niveles fueron significativamente 

bajos <p < 0.051. En el conteo de glóbulos rojos <GR> no se 

observaron cambios significativos en los grupos 1, 2 y 4, 

pero en el grupo 3 fueron bajos <p < 0.051. La concentración 

20 
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de hemoglobina <Hbl en el grupo 3 fue baja lp < 0.05) y en 

los otros grupos normales. En los animales de los grupos 1 y 

3 hubo aumento considerable en el número de leucocitos 

<p < O.Oll lo que en los grupos 2 y 4 se mantuvieron dentro 

de los limites normales. El porcentaje de linfocitos en los 

grupos uno y tres fue significativamente superior al de los 

otros grupos lp < 0.01) (CUADRO 2 y FIGURAS 1, 2, 3, 4 y 5l. 

3 GLOBULINAS 

Los animales de los grupo <positivos con 

presentación clinica de la enfermedad!, 2 <positivos>, y 

grupo 1 (positivos mas leucocitosis persistente> ,presentaron 

niveles séricos elevados estadísticamente significativos lp < 

O.Oll en la fracción gamma de las globulinas <Fig.13). La 

concentración de la fracción beta estaba significativamente 

mas baja <p < 0.05) en los tres grupos de animales 

seropositivos con respecto al grupo control negativo IFig. 

12!. Las proteinas totales estaban significativamente mas 

altas (p < O.Oll en los tres grupos de animales positivos al 

VLB <Fig. 6). Los niveles en el suero de la fracción alfa se 

encontraron significativamente más elevadas <p < o. 01) en el 

grupo tres <Fig. 9) y la albúmina más baja <p < O.Oll en el 

mismo grupo <CUADRO 2 y FIGURA 8). 

4 DESHIDROGENASA LACTICA <DHLl 

En ninguno de los grupos de animales durante los 
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tres muestreos seriados, se detectaron diferencias 

significativas en la concentración sérica de la enzima 

deshidrogenasa 1 :i.ctica <DHU y los valores se comportaron 

dentro de los rangos normales de concentración !CUADRO 4 y 

FIGURA 161. 

5 CALCIO Y FOSFORO 

fósforo 

Los niveles en el suero de los minerales calcio y 

no sufrieron variaciones estadisticas significativas 

ni entre los cuatro grupos de animales ni entre los tres 

muestreos seriados, manteniéndose los valores dentro de los 

rangos normales (CUADRO 4y FIGURAS 14 15). 

6 CITOQUil1ICA 

Las r·eacciones de las tinciones de perm:idasa y PAS 

fueron negativas en los leucocitos de sangre periférica de 

los bovinos seropositivos y negativos al VLB. La reacción de 

la tinción de verde metil pironina fue positiva en 25 7. de 

los linfocitos de sangre periférica de los bovinos del grupo 

1, 47. en el grupo 2 , 6 7. en el grupo 3 y 2 7. en el grupo 

control negativo 4. !CUADRO 5). 



CUADRO 1 
NIVELES DE ANTICUERPOS ANTl-VLB 

GRUPOS 1 11 
MUESTREOS 1-2-3 1-2-3 

1/128• ¡.¡ .. 1/64• ¡.¡ .. 
2 1/64 (+) 1/64 (+) 
3 1/64 ( +) 1/64 (+) 
4 1/64 (+) 1/64 (+) 
5 1/512 (+) 1/64 ( +) 
6 1/256 ( +) 1/64 (+) 
7 1/64 ( +) 1/128 (+) 

8 1/64 ( +) 1/64 ( +) 
9 1/64 (+) 1/64 (+) 

10 1/64 ( +) 1/64 (+) 
11 

12 
13 
14 
15 

• PRUEBA DE ELISA •• PRUEBA DE IDGA POSITIVA 

1- (+ LP) 

11- (+) 

111- ( • TUMORAL) 

IV- (CONTROL-) 

111 
1-2-3 

1/128• ¡.¡ .. 
1/64 (+) 
1/64 (+) 
1/258 (+) 
1/128 (+) 
1/'64 (+) 
1/64 (+) 
1/128 (+) 
1/64 (+) 
1/64 (•) 

IV 
1-2-3 

1\) 

w 



GRUPO No. DE HT •• 

BOVINO % 

b 
10 36.35 

b 
2 10 37.67 

e 
3 10 30.96 

a 
4 15 40.30 

CUADRO 2 
BIOMETRIA HEMATICA 

G.R •• 
mm3 

b 
6.92 

b 
7.15 

e 
6.35 

a 
7.95 

HB • 

g/100ml 

b 
11.95 

b 
12.18 

e 
10.09 

a 
13.04 

G.B. ** 
mm3 

a 
25.71 

e 
7.82 

b 
15.57 

8.13 e 

••LAS MEDIAS CON DIFERENTES LETRAS SON ALTAMENTE SI G N 1F1CAT1 VAS P• 0.01 

•LAS MEDIAS CON DIFERENTES LETRAS SON SIGNIFICATIVAS P•0.05 

1- ( + LP ) 3- ( + TUMORAL ) 

2- ( + ) 4- ( CONTROL - ) 

LINFOCITOS •• 
% 

a 
71.32 

b 
59.84 

a 
67.43 

e 
47.75 

N ,,. 



CUADRO 3 

CONCENTRACION DE PROTEINAS SERICAS 

GLOBULINAS 

GRUPO No. DE ALBUMINA ALFA1 ALFA2 BETA GAMMA PROT.T. 
BOVINOS g %•• g % •• g º/o * g % • g % •• g % •• 

a b b b a a 
10 2.87 0.34 0.89 0.85 2.99 7.64 

a b b b a a 
2 10 2.88 0.28 0.65 0.90 2.91 7.62 

b a a b a a 
3 10 2.39 0.55 0.76 0.86 3.02 7.58 

a a a a b b 
4 15 2.96 0.48 0.57 1.02 1.98 7.01 

•• LOS PROMEDIOS CON DIFERENTES LETRAS SON ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS A P < 0.01 
• LOS PROMEDIOS CON DIFERENTES LETRAS SON ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS A P < 0.05 

1- (• LP) 3- (•TUMORAL ) 
2- (•) 4- (CONTROL - ) 

N 

"' 



CUADRO 4 
CONCENTRACION DE MINERALES Y DHL EN SUERO 

GRUPO No. DE CALCIO FOSFORO 
BOVINOS mg/100ml mg/100ml 

1 10 7.88 ª 5.83ª 

2 10 8.44ª 5.73ª 

a 
5.72ª 3 10 8.33 

4 15 8.14ª 5.47ª 

1-(+LP) 

2 - (+) 

a• ESTADISTICAMENTE NO SIGNIFICATIVO (P>0.05) 

3 - (•TUMORAL) 

4 - CONTROL (-) 

D H L 
u. l. 

378.17ª 

a 
408.77 

449:53 ª 

391.58ª 

N 

"' 



CUADRO 5 
CARACTERISTICAS CITOOUIMICAS EN LINFOCITOS DE BQVINOS 

NORMALES Y SEBOPOSITIYOS AL YLB 

P.A.S. PEROXIDASA V.M.P. 

GRUPO No.DE ANIMALES t.- 2.. - 3,, 1o.- 2. - 3 o. 1 o. - 2o. - 3,, 

10 

2 10 

3 10 

4 15 

••• FUERTEMENTE POSITIVO 
••MODERADAMENTE POSITIVO 
•LIGERAMENTE POSITIVO 
- NEGATIVO 

% o/o 

P.A.S. ACIDO PERIODICO DE SCHIFF 

VMP VERDE METIL PIRONINA 

1o-2o-3o• No. DE MUESTREOS 

% 

+ (25) +++ 

1- ( • LP) 
2- (+) 

+ (4) + 

+ (6) + 

+ (4) + 

3- ( • TUMORAL ) 

4- ( CONTROL - ) 

N ...., 
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FIGURA 1 
VALORES DE HEMATOCRITO 

G~'l.PJ G2l•J OOl•lllrorlll) Q41oontrol·J 

001..f'OO 
- MIA:STREO 1 l.\\\'\'! l.USTREO 2 EJ t.U:STREO B 

FIGURA 2 
\N.ORES DE Cl.OBUl.OS BLANCOS 

G1l•LPJ G2 l•J 00 l•h.naal) G4 IOC11lrol-) 

OOIPOS 
• MVEBTEEO 1 l.\\\'\'! i.tJESTAEo 2 D l.IJE8mED e 
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FIGURA 3 
\N.OAES DE LtiFoaTOS 

01 t•LP) G2 t•I 03 t•t..,..,.aQ B4 (control·) 

GRUPOS 
• MUESTREO 1 t\\\\1 Mtemro 2 El) MISITREO a 

FIGURA 4 
IN.ORES AB80!..UT08 DE UNFOCIT08 

01 l• U') 02 (') Oll (• llM<JW.I Gt (OClmlOL -1 

GRl.l'OO 
• IAUEBlAEO 1 i\\\\1 IUBTREO 2 1ZJ MJESmEO S 
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FIGUlA 6. 
VALOnES DE HEMOGLOBtb\ 
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FIOUAA 7 
RB.l()IOH ALSUMlfA/OLOSULIWt 

et (>ll'} e2 (') es t•tumoret) ª' toontrol-J 
OOUPOS 

- Ml.JESTilEO 1 ~ MUESTREO 2 ta ~meo 5 

FIGURA 8 
\N.Of!ES DE ALBUt.tNA 
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OOlJ'OO 
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FIOURA 9 
VAl..OAES DE Al.FA GLOBULW.S 

Mr
111
-----------------. 

<ll f'l.PJ 02 r'l oo r• Tl.MORAl.JG' rcamn -1 
ffilPOS 

• '-USTAEP 1 ~ loUSTREO 2 Cill llUSTAEO 3 

FIGURA 10 
w.oRES DE ~ 1 GLOeUUNA8 

01 l•LP) 02 (') 00 (•l"'°ol) 04 (O<J>lrcl-) 

OOIPOO 
- MUESTREO 1 i\\\i1 t.USTAEO 2 EJ lotJE8TREO 3 
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FIGURA 11 
\N..OnE8 DE ~ 11 Ol..OBUUNAS 

Cl1('f.P) 02 (+J 00 (•tll!lllol) 04 (Dl:llfrot-) 

GAIPOS 
• !.UESTAEO , l\\\'11 i.t.e!TREO 2 El t.tJEemeo s 

FIGURA 12 
WORES DE BEa OUlBUUNAS 

01 (LP) 02 (•) 00 (•tllllllol) 04 (oontrot-) 
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FIGURA 13 
'ALOAES DE GAMMA OLOBUUNAS 

01 t•LP) 021') 09 t•t...,.,,ol) 04 (omlroli 

GRIPOS 
• WESTREO 1 m'3 t.t.eTREO 2 ElJ WEST!lEO 3 

FlGURA 14 
\N..ORES DE CALCIO BEAICO 

01 (•LP) 02 (•) 00 (•l...,.,,ol) 04 (DClllrol-) 
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Flaub\ 15 
WORES DE FOSFOAO SEAICO 
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FIGURA 1 
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F1GURA 8 
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VII. DISCUSION 

En este trabajo resalta que la infección con el VLB 

está asociada directamente 

con la respuesta de los anticuerpos anti-VLB. Esta 

caracteristica proporciona una confiable opción para la 

identificación de animales infectados mediante pruebas 

inmunológicas como ya lo seflalaron Ferrer et a1. 2
'. 

Recientemente, se han desarrollado múltiples 

estudios sobre la detección y cuantificación de anticuerpos 

anti-VLB. Kajikawa et al.,'º demostraron que la sensibilidad 

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 efectividad en la prueba de ELISA 

que en la de IDGA utilizando anticuerpos monoclon a les~ 6 para 

la detección de animales infectados con el VLB. Burridgeu 

observó en 32 muestras de sangre de bovinos infectados con 

VLB, escasa variación en los titules de anticuerpos dentro de 

un peri ódo apro:d mado de sel s meses, si mi 1 ar a 1 o 

en este estudio. 

obtenido 

Tambien se ha comprobado la efectividad de estas 

dos pruebas IELISA-IDGAl en el suero de leche de bovinos 

infectatlo!3, resultando la primera más sensible y con menor 

porcentaje de falsos positivos. Klimenh1sld ''empleó la 

técnica de EL!Sfl en sueros sanguineos para demostrar 51. 7 % 

de reactores positivos al VLB comparado con 42.4 % con la de 

38 
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IDGA. Los resultados del presente trabajo confirman lo 

referido por los autores citados ya que la prueba de ELISA 

resultó ser igualmente especifica y sensible. El titulo de 

anticuerpos detectados durante un periodo de tres meses 

no presentó variaciones importantes. Toma et al. 00 observaron 

alta especificidad en la prueba de ELISA <99%) en muestreos 

seriados de sangre y leche de bovinos infectados con el VLB y 

concluyeron r¡uP. ELISA es una prueba factible para detectar 

infecciones iniciales y monitorear hatos libres de la 

enfer-medad. Sin embargo a pesar de que la prueba de ELISA ha 

demostrado ser muy sensible y especifica para la medición de 

anti cuerpos, 1 a prueba de IDGA puede ser considerada una 

buena al tenia ti va para ser aplicada en estudios 

epidemiológicos por su bajo costo y fácil desarrollo. 

Algunos estudios han demostrado aumento en la 

concentración de las fracciones gamma y alfa globulinas 

asociado con el decremento de la albúmina y concentración 

normal de betaglobulina en bovinos clinicamente afectados con 

linfosarcoma 19
'

5
P. Similares resultados fueron observados en 

los grupos l, 2, y 3 del presente estudio aunque la 

concentración de la fracción beta fue significativamente 

menor <p < 0.05) que lo informado por otros 18
'

5
P en los 

mismos grupos. En seres humanos con neoplasias 

linfoproliferativas y en bovinos con linfosarcoma se ha 

detectado un incremento progresivo de la fracción alfa de las 

globulinas de acuerdo con el desarrollo de la enfermedad. 
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Aunque los niveles séricos de la fracción alfa fueron 

significativamente elevados en los grupos 1, 2, y 3 con 

respecto al grupo 4, no hubo diferencias estadisticas entre 

los grupos seropositivos lo cual sugiere que la fracción 

alfa no tiene relación con respecto a la presentación de 

enfermedad. l(inushita et al. "5 no detectaron diferencia en la 

concentración de proteinas totales, y notaron aumento 

considerable de la fracción alfa y disminución de beta y 

gamma en el suero de bovinos con linfosarcoma. Los gatos con 

linfomas y linfoadenopatias generalizad as presentan 

hi pergammagl obul i nemi a 6 '
67

, 

En ninguno de los grupos ni entre los muestreos 

se observaron variaciones significativas en la concentración 

sérica de la enzima DHL y los valores se comportaron dentro 

de los rangos normales. Esto lndicci que la importancia del 

enzimograma no puede ser establecido con base en los 

resultados del presente trabajo. Sin embargo, otros estudios 

han identificado incrementos importantes en los niveles 

sér ices de la enzima DHL y sus i soenz i mas DHL1 y DllL2 en 

bovinos con padecimientos de tipo cardiaco. En casos 

subclinicos de LEB se ha observado aumento de los niveles 

séricos de las isoenzimas DHL2, DHL3 y DHL total con 

decremento de la isoenzima DHL1. En otros estudios se ha 

comprobado el aumento en la actividad de la enzima DHL total 

en bovinos infectados con el VLB y también en sereshumanos 

adultos con leucemias de linfocitos tipo T causadas por• 
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retravirus. Ishihara et al~ 4demastraran alta correlación en 

la elevada actividad de la isaenzima DHL1 can el aumenta e11 

la concentración de linfocitos en sangre periférica de 

bovinos con leucosis. Silkina et l 
01 

a • observaran notable 

incremento en la actividad de las isaenzimas DHL4 y DHL5 en 

el suoro de ovinos infectadas enperimentalmente con el VLB. 

E:1 m11Llicina hLtmana la hipet·calcemia combinada con la 

hipcfosfatemia han sido ampliamente reconocidas en asociación 

co11 linfornas generalizados principalmente cuando la médula 

ósea se encuentra infiltrada por las células tumorales y 

sólo en casas ei:cepcionales en neoplasias localizadas. Esta 

condición parece ser más común en seres humanos con mielomas 

múltiples. En este estudia no se observaron variaciónes 

significativas en la cancentracion sérica de calcio y fósforo 

en ninguno de los 4 grupos de animales seropasitivas 

particularmente en el grupo de los animales clínicamente 

~nf8·mos. La incidencia de este desequilibrio de electrolitos 

combinado con reacciones neoplásicas en animales domésticos 

se desconoce pero algunos estudios indican que es baja37
• 

En programas disefíados para erradicar el LEB de 

poblaciones ganaderas, es de gran utilidad contar con 

pruebas diagnósticas confiables para detectar a los animales 

reactores positivos. Actualmente se practica una prueba 

diagnóstica relacionada directamente con la identificación 

del incremento persistente en el número de linfocitos en 

sangre per·ifér·icaP,,P~. Las claves de Goetze y Bendixen son 
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descritas incorrectamente como una caracteristica del estado 

prodrómico del LEB, aunque.el incremento en el numero de 

linfocitos no siempre precede a la presentación de la forma 

clinica de la enfermedad. Otras condiciones patológicas como 

ciertas enfermedades de origen viral pueden estar 

acampanadas de un incremento de linfocitos sanguineas con 

duración variable. En el 

relación que existe 

presente estudio se comprobó la 

entre la elevada concentración 

persistente de leucocitos en sangre periférica y el aumento 

considerable de linfocitos. Los programas de erradicación de 

la LEB requieren de pruebas sensibles, baratas y rápidas para 

detectar el estado inicial de la enfermedad. Varios métodos 

serológicos se han desarrollada, sin embargo los antisueros 

necesarios no son de fácil obtención. Como alternativa 

inmediata las tablas hemáticas pueden ser de utilidad 

como diagnóstico presuntivo mas no confirmativo de LEB. Estas 

pruebas están basadas en la demostración de un incremento del 

conteo absoluto de linfocitos (tres o más desviaciones 

estándar de la concentración media canciderada como normal 

para las respectivas razas y edades en 2 o 3 muestras de 

sangre colectada a intervalos de por lo menos tres 

cada u110P· 4 2 
• Las observaciones realizadas en este 

meses 

estudio 

son indicativas de que el periodo de seguimiento de los 

animales puede reducirse a tres meses con resultados 

confiables tanto de tipo serológico como hemático. 

El uso de tinciones citoquimicas ha sido 
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recomendado para en la clasificación y caracterización de 

leucemias agudas y padecimientos linfoproliferativos en el 

hombre y algunos animales domésticos 18
'

6
P. En estudiDs 

previos se ha identificado la población de linfocitos 

sangu1 !leos en seres humanos con 1 eucemi as pr·edomi nando los de 

tipo B. En casos de linfomas bovinos tipo timico y juvenil en 

ocasirn1es los linfocitos no pueden ser caracterizados como de 

tipo T o B y quizá presentan una etapa de transformación 

maligna, o representan una reacción pre-B, similar a lo que 

sucede en seres humanos con leucemias linfociticas agudas. 

Ovinos infectados experimentalmente con el VLB, desarrollan 

linfosarcoma con elevada frecuencia seis meses despues de la 

inaculación y los linfocitos de sangre periferica son 

generalmt!nte de tipo B. En consecuencia ha sido de gran 

utilidad la aplicación de reacciones citoquimicas en adición 

a marcadores inmunológicos hacia la caracterización dt! 

linfocitos en sangre periférica de animales clinicamentt! 

sanos y con desordenes linfoproliferativos. La reacción 

citoquimica positiva a la tinción de verde metil pironina 

en frotis de sangre periférica en el grupo fue 

estadi sticamente superior comparada con los resultados de los 

grupos .., 
~. :::;, y confirmando el posible efecto 

linfoproliferativo de células inmaduras <posiblemente tipo B> 

aunque en e~te trabajo no se utilizaron marcadort!s 

especificas de superficie para comprobar esto. Las reacciones 

de las tinciones con peroi:idasa y PAS fueron negativas en 
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todos los grupos confirmando el origen no granulocitico y 

monoc!tico en las reacciones leucociticas principalmente de 

los grupos 1 y 3. Las observaciones realizadas por Lucks et 

~l al. en seros humanos con problemas linfoides indican que 

la transformación in vivi de los linfocitos ocurre a nivel 

intrafolicular de casi todos los tejidos de tipo linfoide y 

las células grandes pironinofllicas del centro folicular 

pueden transformarse en tipo B. 
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