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RESUMEN. 

 

La Leucosis Enzoótica Bovina (LEB) es una enfermedad neoplásica infecciosa de prolongada 

incubación, curso crónico e inaparente y mortal de los bovinos adultos. Se manifiesta 

clínicamente con mayor frecuencia en las razas especializadas en la producción de leche y en 

vacas de más de 5 años de edad 
(1)

, que afecta  al bovino de  todas las razas 
(2)

; es una 

enfermedad causada por el virus de la LEB  (vLEB) 
(3)

. 

 

El presente estudio se realizó en el laboratorio de virología de la Facultad de Estudios 

Superiores Cuautitlán, donde se procesaron muestras de semen (pajillas) de diferentes 

empresas distribuidoras de semen, conformando el estudio con 45  muestras. Las muestras 

obtenidas se procesaron para obtener el líquido seminal, y se analizaron  por medio de  la 

prueba de ELISA indirecta; corriendo las pruebas por duplicado para cada muestra, utilizando 

el kit comercial: Bovine Leukemia Virus Antibody Test Kit, ELISA, desarrollado por  

laboratorios VMRD, para detectar anticuerpos contra el virus de Leucosis Enzoótica Bovina 

(vLEB), el proceso de la prueba se realizó según las instrucciones del fabricante.  

 

Se realizó una centrifugación de las muestras para obtener el líquido seminal, para 

posteriormente realizar una  dilución 1:25.  En el análisis de la prueba de ELISA  se observó 

que de las 45 muestras analizadas 22 resultaron negativas (49%), 21 sospechosas (47%) y 2 

positivas (4%).   

 

 También se les realizó la tinción de Papanicolaou; que consiste en una impronta con tinción 

nuclear de hematoxilina y se contratiñe con una mezcla de naraja G y eosina, con la finalidad 

de encontrar células de defensa. A la observación por medio del microscopio óptico solo se 

encontraron  células epiteliales en los frotis de las muestras procesadas, resultando negativas a 

la tinción 

 

 

 

 



 

2 

 

1. INTRODUCCIÓN. 

 

La ganadería bovina productora de leche es considerada como prioritaria dentro de los 

programas de fomento con el objetivo de incentivar su producción debido a que la leche de 

bovino es uno de los  alimentos más completos, considerándose a nivel mundial como un 

alimento ideal y necesario para la alimentación humana. A pesar de que existen dichos 

programas la ganadería bovina no ha logrado desarrollarse lo suficiente para poder satisfacer 

la demanda nacional, por lo que se tiene que recurrir a la importación sobre todo de leche en 

polvo 
(4)

. 

 

Existen factores importantes que influyen en la cantidad de leche que se importa a nuestro país 

los cuales incluyen: problemas de competencia desleal, situaciones relacionadas con la 

cantidad o proporción de importaciones frente a la producción interna, esta última afectada por 

diversos problemas, como la falta de apoyos en el sector agropecuario y multiples  problemas 

sanitarios 
(5)

. 

 

La producción nacional de leche no satisface la demanda interna, por lo que continúa 

presentando un alto nivel de dependencia de la importación de leche en polvo, este hecho  

convierte a México en el principal país importador del mundo,  en 2001 se importaron 149 846 

toneladas de leche en polvo 
(5,(

6
)
.  México, a diferencia de  otros  países, enfrenta problemas 

derivados del estancamiento, la deuda externa y políticas de ajuste estructural basadas en la 

apertura del mercado interno, las privatizaciones y la desregulación de las actividades 

económicas 
(7)

. 

 

La producción de leche se desarrolla en condiciones muy heterogéneas, tanto desde el punto 

de vista tecnológico y socioeconómico, como por la localización de las explotaciones 

contando con cuatro sistemas de producción (ver Figura 1): especializado, semiespecializado, 

familiar y de doble propósito 
(8)

.  

 

Los estándares de las industrias que buscan cumplir las expectativas de calidad de los clientes, 

llevó a que una parte del sector productivo primario a enfrentar: el reto de superarse para 
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mantenerse como proveedor, problemas de comercialización y rentabilidad, situación que los 

orilló a la reducción de sus hatos e inclusive a su retiro de la producción por no reunir las 

condiciones de calidad exigidos por la industria y por sus elevados costos de producción 
(5)

.  Si 

bien la evolución de la producción de leche ha presentado tendencias al crecimiento, se ha 

enfrentado al fenómeno de una demanda mayor que la oferta 
(9)

.  

 

                               

Especializ

ado

51%
Semiespe

cializado

21%

Familiar

10%

Doble 

proposito

18%

 

Figura 1. Sistemas de producción. 
(8)

. 

 

En México, la importancia del sector lechero y la industria de lácteos está determinada por 

alrededor de 70,000 empresas en la actividad primaria, y más de 11 000 en la actividad 

industrial, las cuales generan aproximadamente 400 000 empleos permanentes. El valor de la 

producción primaria de leche representa casi la cuarta parte del valor total de la producción 

ganadera y la industria de lácteos es la tercera industria alimentaría más importante en el país, 

después de la del maíz y de la carne 
(10)

.
 

 

La situación actual de la ganadería exige a los productores máxima eficiencia para garantizar 

el retorno económico. En este contexto, la optimización de la eficiencia reproductiva es uno de 

los  principales factores que contribuyen para mejorar las ganancias adoptando la 

inseminación artificial (IA) como un medio para lograr esa eficiencia reproductiva 
(11)

. La IA 

es la técnica que tiene por objetivo acelerar el mejoramiento genético, así como el control de 

enfermedades venéreas. Tiene como ventaja sobre la monta natural que existe un mayor 

aprovechamiento del macho, se ocupan toros mejoradores, mayor vida reproductiva; pero  

también  tiene desventajas: se necesita personal especializado y tecnología adecuada 
(12)

.  
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Sin embargo la técnica no está exenta de riesgos, pues puede convertirse en vía de 

diseminación o en fuente de propagación de enfermedades infecciosas a nivel nacional e 

internacional. 

 

El semen criopreservado es un excelente mecanismo de control sanitario si se tienen en cuenta 

las siguientes consideraciones: 

 

-  Es necesario determinar el estado sanitario de los sementales utilizados como donadores. 

-  El semen puede vehiculizar bacterias, virus, hongos patógenos u oportunistas. 

- La mayoría de estos microorganismos sobreviven al proceso de congelación y a los 

antibióticos que se añaden al diluyente. 

-  Es posible controlar el eyaculado previo y a posterior de la congelación, para determinar 

la presencia de gérmenes citados anteriormente. 

-  De un eyaculado se obtienen generalmente muchas dosis de semen, por lo que el riesgo 

de diseminación de enfermedades en diferentes hatos es elevado. 

-  En IA el semen es depositado en útero, por lo tanto, no es expuesto a los efectos 

bactericidas de las secreciones del cuello uterino y de la vagina durante el estro 
(13)

. 

 

El confinamiento de animales, junto con la frecuente rotación de los mismos, trae consigo un 

aumento de posibles infecciones. Al inicio de una infección un patógeno puede transmitirse a 

través del semen, sin que esta se reconozca clínicamente (ver Cuadro 1). Si este semen se 

distribuye, se pueden infectar gran parte de la población bovina; hasta 300 vacas se podrían 

inseminar con un solo eyaculado 
(14)

. 

 

Categoría Enfermedad Presencia del agente Lista de enfermedades OIE 

1 Enfermedades de bajo riesgo de transmisión        

Lengua azul                            + A 

Leucemia bovina                 + B 

Fiebre efímera bovina  NR - 

Virus Akabane  + - 

Leptospirosis              + B 

Cuadro 1. Riesgo de transmisión de enfermedades del bovino en inseminación artificial 
(13)

. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA. 

 

2.1. ENFERMEDADES DE LOS BOVINOS. 

 

Los problemas sanitarios, provocan enfermedades infecciosas que causan baja en la 

producción (ver Cuadro 2) aunque sean imperceptibles debido a que en algunos casos no se 

manifiestan clínicamente 
(5)

. 

  

Enfermedades de los bovinos 

Anaplasmosis bovina  

Babesiosis bovina 

Campilobacteriosis genital bovina 

Dermatosis nodular contagiosa 

Diarrea viral bovina  

Encefalopatía espongiforme bovina  

Leucosis Enzoótica Bovina 

Perineumonía contagiosa bovina  

Rinotraqueítis infecciosa bovina/vulvovaginitis pustular infecciosa 

Septicemia hemorrágica  

Teileriosis 

Tricomonosis 

Tripanosomosis (transmitida por tsetsé)  

Tuberculosis bovina 
Cuadro 2. Enfermedades de los bovinos 

(15)
. 

 

En la producción animal existen ciertas enfermedades que, a pesar de estar presentes, pasan 

casi inadvertidas para el hombre aunque no para sus bolsillos. Esto se debe a que no provocan 

signos clínicos muy manifiestos o a que éstos sólo aparecen en unos pocos animales del total 

del hato afectado, a pesar del “bajo perfil” de dichas enfermedades, éstas repercuten 

negativamente sobre la productividad y la eficiencia reproductiva del hato ocasionando 

pérdidas económicas 
(16)

. 

 

Como ejemplo de lo anterior tenemos a la Leucosis Enzoótica Bovina, es una enfermedad 

viral del ganado bovino, caracterizada por producir una linfocitosis persistente o un 

linfosarcoma, o incluso ambas 
(17)

. 

 



 

6 

 

2.2. LEUCOSIS ENZOÓTICA BOVINA. 

 

La  Leucosis Enzoótica Bovina (LEB) Es una enfermedad neoplásica infecciosa de prolongada 

incubación, curso crónico e inaparente y mortal de los bovinos adultos, que se manifiesta 

clínicamente con mayor frecuencia en las razas especializadas en la producción de leche y en 

vacas de más de 5 años de edad 
(18)

, caracterizada por, proliferación y agregación de linfocitos 

neoplásicos, tumores linforreticulares en los nódulos linfáticos y casi todos los órganos se ven 

afectados, presentando síntomas que reflejan el sitio del tumor y casi siempre mueren 

repentinamente o semanas después del inicio de los signos clínicos
 (19)

; que induce a la 

producción de inmunidad humoral y celular. A menudo este contagio solamente causa una 

reacción serológica de producción de anticuerpos específicos contra vLEB que se inicia 6-8 

semanas más tarde y permanece clínicamente inaparente de por vida 
(20)

. 

.  

En la Leucosis Enzoótica Bovina se distinguen tres fases típicas en el curso de la enfermedad:  

 

 Fase inaparente: se inicia con la presencia de anticuerpos humorales contra los 

antígenos estructurales del virus de la LEB y se caracteriza por la existencia a la vez de 

un persistente contenido de provirus en los linfocitos. 

  linfocitosis persistente: en un 30% aproximadamente de los bóvinos infectados se 

producen en la edad comprendida entre los 3 y 6 años. En estas dos primeras fases los 

animales aparentan estar sanos 
(21).

 

 Enfermedad tumoral, se presenta en un 30% de estos animales y en una fracción de los 

bóvinos sin linfocitosis 
(22)

. 

 

El virus de la LEB (vLEB) fue aislado por primera vez en  a partir de linfocitos infectados de 

un bovino en 1969 en Alemania 
(23, (

24
)
. 

 

2.2.1. SINONIMIAS. 

 

Otros términos que suelen usarse como sinónimos son: leucosis (refiriéndose al aumento de 

leucocitos sanguíneos) 
(25)

, linfosarcoma, linfoma maligno del ganado, hemoblastosis, 
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leucemia bovina 
(16)

, linfoblastoma, linfadenosis, linfomatosis bovina, linfoma maligno, 

linfocitoma, leucosis viral bovina, complejo viral leucosis linfosarcoma 
(26)

. 

 

2.2.2. DISTRIBUCIÓN. 

 

La LEB se describió por primera vez en Alemania en 1871. Tras la segunda guerra mundial se 

hicieron frecuentes  las comunicaciones relativas a esta enfermedad, que afectaba a casi todos 

los países en los que se cría ganado bovino 
(27)

. En la actualidad, la infección presenta una 

distribución mundial y es frecuente en Canadá, Estados Unidos y muchos países de Europa y 

América del sur  
(28)

. Transcurrió cerca de un siglo antes de que la etiología de la enfermedad 

fuera establecida con la identificación del virus en los linfocitos de los animales infectados; y 

no fue sino hasta la década de los setenta que se desarrollo una prueba capaz de identificarlo 

(27, (
29

)
. 

 

En México, los conocimientos relativos a la LEB datan de 1967 
(30)

. Tiempo después, se 

diagnosticaron clínicamente nueve casos en un total de 22, 669 animales sacrificados en el 

rastro de Ferrería 
(31)

. 

 

2.2.3. ETIOLOGÍA. 

 

El agente causal de la LEB es un virus linfotrópico de células B denominado virus de Leucosis 

Enzoótica Bovina (vLEB), que pertenece a la familia retroviridae (ver Cuadro 3), provistos de 

transcriptasa reversa en la región pol del genoma del virus 
(20)

. La enzima transcriptasa inversa 

realiza una cadena de   DNA complementaria 
(32)

. Con esto es posible que el DNA 

complementario  pueda estructurarse en el DNA celular  en forma de provirus 
(33)

. Cabe 

señalar la capacidad que poseen los retrovirus en el genoma celular permaneciendo en estado 

latente hasta que un factor ambiental ponga en peligro la célula y lo despierte 
(34)

. Este 

mecanismo se traduce en la infección de por vida hacia el hospedador, permitiendo que la 

proteína vírica se replique cuando  se repliquen las células del hospedador, sin embargo 

inhiben la liberación de viriones hacia la circulación por lo cual no hay viremia 
(35)

. 
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Género  Especie de interés clínico 

Alfarretrovirus  Virus del sarcoma y leucemia de aves (AVL) 

Betarretrovirus  Virus de tumor mamario de ratón (MMTV) 

Gammarretrovirus  Virus relacionado con leucemia de ratón (Mo-MLV) 

Deltarretrovirus  Virus de la Leucosis  Enzoótica Bovina (v LEB) 

Epsilonretrovirus  Wally dermal sarcoma virus 

Lentivirus  Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 

Espumavirus  Espumavirus humano (HFV) 

Cuadro 3. Clasificación de los retrovirus 
(36)

. 

 

Las partículas virales son pleomorfas y tienen un diámetro de 100 a 120 µm. En la superficie 

exhiben estructuras botoniformes. Es lábil frente a las influencias exteriores. Las radiaciones 

ultravioletas, la congelación y descongelación repetidas así mismo el calentamiento a 56° C 

durante 30 minutos son factores que inactivan al virus. Su genoma está integrado por tres 

genes principales, gag, pol y env (ver Figura 2) que codifican las proteínas internas, enzimas y 

las proteínas de envoltura 
(37)

.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura del genoma del virus de Leucosis Enzoótica Bovina. 
(38)

 

 

Desde el punto de vista inmunológico según su  genoma característico las proteínas más 

importantes del virus son: la mayor de las nucleoproteínas, la p24 (en región Pr65 gag) con 

peso molecular de 24 000 Daltons y las proteínas de membrana gp30 y gp51 (ver Figura 3) 

con peso molecular de 51 000 Daltons 
(39)

.  Según se plantea la más relevante desde el punto 

de vista del diagnóstico es la gp51, por estar relacionada además con el reconocimiento de 

receptores en las células blanco 
(40)

. 
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Figura 3. Estructura del virus de la Leucosis Enzoótica Bovina 
(41)

. 

 

Modelo para la replicación del virus de Leucosis Enzoótica Bovina: 

 

1. El DNA se transcribe del RNA viral y entonces se replica para formar un DNA de doble 

cadena, la cual se transporta al núcleo de la célula huésped 
(42)

. 

2. Una o dos moléculas de DNA se integran en el genoma huésped. 

3. El DNA viral integrado se transcribe por las RNA polimerasas de la célula huésped 
(33)

. 

4. Las proteínas virales incluyen: la transcriptasa inversa y las proteínas estructurales, 

migran a las áreas específicas de la membrana de la célula huésped, en donde las 

glucoproteínas virales se han incorporado en la membrana celular. 

5. El ensamble del RNA, las enzimas virales y las proteínas estructurales, ocurren en la 

membrana celular y el virus se libera por gemación de la membrana (ver Figura 4) 
(37)

. 
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Figura 4. Ciclo de replicación del vLEB  
(43)

. 

 

2.2.4. EPIZOOTIOLOGÍA. 

 

2.2.4.1.  ESPECIES SUSCEPTIBLES. 

 

El ganado bovino (Bos Taurus y Bos Indicus), es considerado como el hospedador primario y 

principal de la LEB 
(44)

. Todas las razas de bovinos son susceptibles, pero la raza Holstein es 

la más frecuentemente afectada. También se ha observado que es más frecuente en los hatos 

numerosos y en el ganado lechero 
(2)

. Afecta generalmente a bovinos adultos, aunque la 

infección puede producirse en animales jóvenes, estando las hembras más expuestas a padecer 

las formas más severas de la enfermedad 
(45)

. 

 

La  vaca es la única especie que se infecta de forma natural, si bien es posible lograr la 

infección experimental de ovejas y cabras. El vLEB in vitro tiene poder infectante en células 

de ovino, caprino, cánido, murciélago, simio y humano 
(46)

. La infección  no se propaga de las 

vacas a las ovejas que conviven juntas, ni de las ovejas infectadas experimentalmente a las 
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demás. Sin embargo, existe una forma de transmisión horizontal de un linfosarcoma natural de 

la oveja causado por un virus antigénicamente similar al vLEB 
(47)

. 

  

2.2.4.2. PERIODO DE INCUBACIÓN. 

 

El periodo de incubación habitual es de 4-5 años y la mayor parte de los casos ocurren 4-5 

años después de la introducción del primer caso. Esta forma es rara en animales menores  de 2 

años y su máxima frecuencia ocurre en el grupo de edad de 4 a 8 años. Muchas vacas 

permanecen en estado preclínico durante años, a menudo durante toda su vida productiva, sin 

disminución aparente de su rendimiento 
(48)

. 

 

En el 5 a 10% de los casos clínicos, la evolución es sobreaguda y los animales afectados 

mueren repentinamente sin mostrar signos previos de la enfermedad 
(49)

. 

 

2.2.4.3. TRANSMISIÓN. 

 

Según  algunos autores existen causas predisponentes tales como factores ambientales y en 

ciertas estirpes de ganado se ha observado cierta susceptibilidad hereditaria 
(2)

. 

 

Para la transmisión del virus se requiere la convivencia permanente entre bovinos. La 

transmisión se efectúa por la transferencia de células infectadas y por medio de sangre 

infectada en vehículos y vectores 
(50)

 puede ser realizada principalmente por insectos 

hematófagos, el uso de agujas hipodérmicas, y en menor medida por contacto (ver Figura 5) 

(45)
. 

 

El virus es capaz de atravesar la barrera placentaria en el bovino, lo que ocurre 

aproximadamente en el 18 % de los animales portadores del virus. Al tercer mes de gestación, 

el feto ha adquirido competencia inmunológica demostrable por la producción de anticuerpos 

contra el vLEB 
(51)

. 
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Los contagios postnatales se producen de forma variable. Debido a que la leche y el calostro 

contienen linfocitos el vLEB también puede transmitirse por vía oral; pero en la práctica a 

pesar del contenido frecuentemente alto de vLEB en el calostro, estos contagios sólo en raras 

ocasiones provocan la enfermedad, debido al simultáneo contenido de anticuerpos 
(52)

; esto 

ocurre solamente en menos del 5 % de todos los casos de LEB 
(53)

. Se ha demostrado que 

linfocitos infectados con vLEB son capaces de sobrevivir su paso por los estómagos de los 

rumiantes y atravesar la pared intestinal e infectar los órganos del neonato 
(54)

. 

 

Una significativa fracción de animales sufren infecciones por contacto, siguiendo la vía de 

contagio iatrógena. A este respecto se parte del hecho de que estas infecciones sólo se 

desarrollan cuando existen uno o varios animales infectados en la población, en el rebaño o en 

el establo, esto es, si existen portadores de virus infectados 
(55)

. 

 

El subsiguiente grado de difusión depende de las distintas formas de manejo, características 

tecnológicas y medidas zootécnicas y de medicina veterinaria puestas en práctica. Estas 

últimas son de múltiples efectos, ya que las concentraciones de animales, la explotación 

individualizada o en grupos, la amplitud y naturaleza de las diversas medidas (vacunaciones 

profilácticas, análisis diagnósticos, descornado, castraciones, aplicación de marcas en las 

orejas, tatuajes, tactos rectales, prácticas quirúrgicas y terapéuticas) 
(56)

 y los principios 

organizativos (manejo de los animales atados, establos con parques, neoformación de grupos 

de animales, luchas por el liderato del grupo) actúan de manera variable 
(57)

.  

 

Los contagios a través de saliva, orina y secreción ocular son raros 
(58)

. En cuanto al semen, sí 

se ha identificado el virus en muestras recolectadas por masaje de la uretra y de las glándulas 

accesorias del  donante a través del recto, procedimiento  con el cual el semen se contamina 

con sangre. Aunque  no se ha demostrado la transmisión por IA, es posible que los linfocitos B 

infectados contenidos en el semen puedan actuar como un foco de transmisión del virus. Por 

tanto, los toros de los centros de IA deben ser serológicamente negativos para el vLEB 
(59)

. 
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Debido a que el virus puede estar presente en la sangre, la leche, la orina, el semen y los 

exudados vaginales las temporadas de partos son un factor predisponerte  para que se 

transmita la enfermedad 
(60)

. 

 

Las garrapatas y las moscas mordedoras han sido implicadas en la transmisión de la 

enfermedad, pero en consideración a la persistencia de las células infectadas por vLEB en la 

sangre, se puede pensar en otros insectos hematófagos 
(61)

. 

 

Los contagios por insectos hematófagos se han demostrado posibles en el terreno 

experimental, si bien en condiciones naturales resultan de importancia secundaria 
(62)

.  

 

Figura 5. Mecanismos de transmisión de Leucosis Enzoótica Bovina 
(63)

. 
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2.2.5. PATÓGENIA. 

 

La exposición de una animal a vLEB  no significa necesariamente que el animal se infecte, e 

incluso, en este último caso, que desarrolle sintomatología clínica 
(64)

. Existen cuatro 

resultados finales posibles tras la exposición de una vaca al vLEB: 

 

 Que el animal no se infecte, probablemente gracias a su resistencia genética. 

 Que permanezca una infección permanente con desarrollo de niveles detectables de 

anticuerpos (animales portadores latentes de la infección). 

 Que aparezca una infección permanente, el animal se hace seropositivo y, además, 

desarrolla una linfocitosis persistente, es decir, un proceso linfoproliferativo benigno. 

No es una fase preclínica del linfosarcoma. 

 Que los animales infectados seropositivos, habiendo pasado o no por la fase de 

linfocitosis persistente, desarrollen  tumores de tipo linfosarcoma 
(59)

. 

 

El virus  provoca una infección persistente en una  sub población de linfocitos B por 

integración del ADN proviral en el ADN celular del huésped 
(27)

.  Infecta fundamentalmente a 

los linfocitos B, pero otras células, tales como linfocitos T o células de la estirpe 

monocito/macrófago también pueden ser infectadas. Además, hay ligeras evidencias sobre la 

infección de células endoteliales y de granulocitos 
(65)

. También se ha comprobado que el 

vLEB es capaz de infectar y expresar antígenos víricos (p24) en el epitelio de la glándula 

mamaria en vacas infectadas 
(66)

. En la linfocitosis persistente, la  proliferación de las células 

es policlonal, ya que en un mismo animal el virus se integra en diferentes localizaciones del 

genoma del hospedador. Sin embargo, los linfosarcomas surgen por una expansión mono u 

ologoclonal de los linfocitos B. Su acción tumorogénica se sospecha que depende de la 

proteína reguladora tax, que puede activar protooncogenes celulares 
(66)

. 

 

En cuanto al receptor de vLEB, éste ha sido clonado y caracterizado por Ban 
(67)

; al que han 

denominado BLVRcp1. No se ha descrito una función fisiológica para el  mismo, pero los  

autores apuntan que su amplia distribución en las células de mamíferos y su secuencia 
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fuertemente conservada, sugiere que la molécula que reacciona con gp51 de vLEB juega un 

papel primordial en la fisiología de muchos tipos celulares 
(67)

.  

 

Los monocitos/macrófagos infectados pueden inducir una respuesta inmune frente a p24 y 

gp51 tras su inoculación en especies susceptibles, lo que indica que expresan activamente los 

antígenos víricos in vivo 
(68)

.  

 

Las vacas infectadas presentan una reducción en las células productoras de IgM en el bazo y 

los nódulos linfáticos por lo tanto valores más bajos de IgM en sangre lo cual podría asociarse 

a cierto estado de inmunosupresión. Estos niveles bajos de inmunoglobulinas podrían deberse 

a alteraciones en las relaciones entre linfocitos T y B, ya que los primeros participan en la 

diferenciación de los linfocitos B y en la producción de inmunoglobulinas 
(69)

. 

 

2.2.6. SIGNOS CLÍNICOS. 

 

Esta enfermedad se caracteriza por la aparición de múltiples casos de linfosarcomas 

multicéntricos en los animales adultos, en los que los tumores se desarrollan con rapidez en 

diversas localizaciones; y dependiendo de cuál sea el órgano más afectado, se observan 

diferentes síndromes clínicos (ver Cuadro 4); que requieren de una diferenciación cuidadosa,  

debido a que se puede disfrazar con un gran número de enfermedades inflamatorias o 

debilitantes de las vacas; casi todos los órganos pueden ser blanco de lesiones pero los más 

afectados y detectables clínicamente son el abomaso, útero, corazón y nódulos linfáticos 

viscerales, bazo e hígado 
(46)

. 

 

Cuando está  involucrado el aparato digestivo se puede observar apetito pervertido, diarrea 

persistente, melenas secundarias 
(71)

 y en ocasiones con sangre procedente de úlceras del 

abomaso 
(46)

,  meteorismo moderado crónico, alcalosis hipoclorémica 
(53)

. Las lesiones 

provocan  insuficiencia congestiva cardiaca derecha 
(71)

,  hidropericardio, hidrotórax, 

congestión de las venas yugulares y edema del pecho 
(48)

.  
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Cuadro 4. Hallazgos en animales afectados por Leucosis Enzoótica Bovina 
(72)

. 

 

También el sistema nervioso se puede ver afectado que suele manifestarse parálisis posterior 

durante semanas 
(73)

, dificultad para levantarse, hiperestesia. La leucosis del pulmón es 

extremadamente rara, menos del 5 % de los casos tumorales; y en general no tiene tanta 

gravedad como para comprometer la respiración 
(74)

. En la piel se produce un engrosamiento 

intradérmico debido a la acumulación de linfocitos neoplásicos. 
(27)

. La leucosis del bazo 

(menos del 25 %) puede alcanzar dimensiones extremas, produciendo el desgarro de la cápsula 

del bazo, terminando con hemorragia cavitaria. Con menor frecuencia se observan lesiones en 

el tejido periorbitario, con profusión de los globos oculares,  edema conjuntival, xeroftalmía, 

panoftalmía 
(48)

,  

 

La participación del útero se manifiesta a veces por agrandamiento nodular múltiple al examen 

rectal. En bovinos no gestantes pueden causar esterilidad, metritis o ulceración de la mucosa 

vaginal. Los toros con tumores leucóticos en testículos, epidídimos, canales deferentes o 

vesículas seminales tienen baja calidad seminal o son infértiles 
(53)

. 

 

2.2.7. DIAGNÓSTICO. 

 

La identificación precisa de los animales infectados con vLEB resulta la base del éxito en un 

programa de control y erradicación. En ciertos casos esto es grave, por ejemplo cuando no se 

detectan anticuerpos en animales de exportación 
(75)

.  El diagnóstico de los animales con 

Afección Frecuencia % 

Agrandamiento de más de un  nódulo linfático accesible. 58 

Indigestión (úlceras y tumoraciones abomasales) 62 

Tumores en útero, vagina y región perivaginal. 33 

Tumoraciones en corazón 50 

Exoftalmos 9 

Parálisis de los miembros posteriores. 16 

Tumores en bazo 9 

Timpanismo con reflujo abomasal 19 

Leucemia. 64 

Anémia por pérdida de sangre. 57 
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linfosarcoma es relativamente fácil para los veterinarios clínicos, pero el diagnóstico de los 

animales con Linfocitosis Persistente y de infectados pero asintomáticos, se requiere de 

pruebas de laboratorio. Existen varias pruebas de laboratorio que utilizan equipos especiales y 

que son altamente sensibles y especificas; sueroneutralización, o radioinmuno análisis las 

pruebas utilizadas son tanto de detección de anticuerpos (IDGA y ELISA) o detección del 

virus PCR. Sin embargo la prueba tamiz o de campo más recomendable es la técnica de 

inmunodifusión en gel de agar, ya que es sencilla y con buen porcentaje de confiabilidad para 

la detección de la Leucosis Enzoótica Bovina 
(76)

. Existen varias técnicas de diagnóstico  y es 

importante seleccionar la más adecuada 
(27)

. 

 

2.2.7.1. DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO. 

 

2.2.7.1.1. HEMATOLOGÍA. 

 

Consiste principalmente en la evaluación cuantitativa y cualitativa de los linfocitos y las 

células sanguíneas 
(77)

. Detectar la enfermedad clínica causada por vLEB en animales viejos 

puede ser difícil.  El diagnóstico presuntivo se realiza mediante biometría hemática cuando el 

estadío de la enfermedad es avanzado las pruebas de sangre revelan un aumento importante en 

el recuento de glóbulos blancos 
(78)

.  

 

El porcentaje de linfocitos B en animales normales varía de 18 a 28 %. En vacas infectadas  

con vLEB  y linfocitosis persistente ese porcentaje se ve aumentado hasta 70 % 
(79)

. La 

interpretación del conteo de linfocitos se lleva a cabo por medio de la utilización del cuadro de 

Bendixen (ver Cuadro 5) 
(80)

. 

 

Edad en años Normal 

 Linfocitos / l de sangre. 

Sospechoso Positivo 

0-1  10. 000 10.000-12.000  12.000 

1-2  9.000 9.000-11.000 11.000 

2-3  7.500 7.500-9.500 9.500 

3-4 6.500 6.500-8.500 8.500 

4 5.000 5.000-7.000 7.000 

Cuadro 5. Interpretación de linfocitos por el método de Bendixen 
(80)

. 
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2.2.7.1.2.  INMUNODIFUSIÓN AGAR GEL. 

 

Agar inmunodifusión de gel (AGID) es una prueba diagnóstica que determina si un animal 

está infectado con vLEB.  Separa anticuerpos dentro del suero de un animal sobre la base de la 

difusión por gel de agar.  Si el anticuerpo del interés está presente dentro del suero se combina 

con antígeno en el gel y causa una reacción que puede ser visualizada. Esta prueba puede 

detectar anticuerpos específicos contra antígenos virales p15, p24, gp51; siendo más sensible a 

este ultimo 
(79)

.  

 

La prueba tiene limitaciones: 

 

 Detecta la presencia de anticuerpos como mínimo seis semanas después de la 

infección. 

 No debe ser utilizada para detección de anticuerpos un mes antes del parto. 

 Utilizarla después de los seis meses de edad (antes revela anticuerpos maternos). 

 Se necesitan 48 horas para obtener el resultado 
(63)

. 

 

2.2.7.1.3.  ELISA. 

 

ELISA (Enzyme Linked Inmuno Sorbent Assay) es un  método inmunoenzimatico que puede 

ser usada a partir de secreciones 
(79)

. Se basa en la detección antígeno (Ag) o anticuerpo (Ac), 

inmovilizado sobre una fase sólida (ver Figura 6) y mediante anticuerpos que directa o 

indirectamente producen una reacción, la prueba recurre al empleo de inmunógenos ó 

anticuerpos marcados con una enzima cuyo producto colorido, puede ser medido 

espectrofotométricamente 
(81)

. Puede detectar anticuerpos en hatos con una incidencia menor 

al 1 %.  Cuando se evalúa leche, ELISA puede ser usada en muestras de animales individuales 

o muestras de grupo de un tanque.  La prueba en grandes cantidades de muestra con ELISA es 

un método económicamente útil porque es muy sensible. ELISA es una manera rápida para 

monitorear hatos negativos al vLEB 
(82)

. 
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Figura 6. Placa para prueba de ELISA 
(83)

. 

 

ELISA Indirecta.  

 

Este tipo de ELISA se utiliza para detectar anticuerpos antivirus pegando estos o virus, 

respectivamente, en pocillos de plástico (poliestireno o polivinilo principalmente). Se utilizan 

cromógenos solubles  para detectar las enzimas. 

 

Consta de las siguientes etapas:  

 

 Fijación al soporte insoluble de antígenos específicos para los anticuerpos objeto de 

estudio. 

 Lavado para eliminar los antígenos fijados deficientemente o no fijados.  

 Adición del suero problema, de tal forma que sus anticuerpos reaccionarán 

específicamente con los antígenos fijados al soporte. 

 Lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.  

 Adición de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales reaccionan con los 

anticuerpos específicos añadidos en el paso anterior y que se encuentran fijados a los 

antígenos.  

 Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.  

 Adición de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Se 

puede parar la reacción si se desea.  

 Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado 
(81)

.  

 

La fase sólida debe ser de un tipo que permita un fácil manejo (especialmente en los procesos 

de lavado) y la reproducibilidad de la unión de antígenos o anticuerpos sobre su superficie. 
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Las microplacas de 96 pocillos y un volumen de 350 μl tienen la ventaja de poder procesar un 

elevado número de muestras y una vez tapizadas, el material inmovilizado permanece reactivo 

mucho tiempo siempre que se mantenga seco y a baja temperatura. Normalmente se utilizan 

microplacas de poliestireno de fondo plano que pueden adquirirse estériles y con o sin tapa. 

Las técnicas de ELISA se realizan mediante la adición secuencial de todos los reactivos 

necesarios separados por etapas de lavado. Cada una de las operaciones puede realizarse 

manualmente con micropipetas o con equipamiento para la automatización de todas y cada 

una de las etapas. Esta completa automatización se justifica por la necesidad de procesar y 

analizar un gran número de muestras y necesitar una elevada repetibilidad de resultados 
(81)

.  

 

La enzima escogida como marcador debe unirse fácilmente a antígenos y anticuerpos, 

encontrarse en estado puro a un precio razonable y tener un substrato cromogénico o 

fluorogénico conveniente y de fácil preparación. Las enzimas más utilizadas son fosfatas 

alcalina, peroxidasa de rábano y ß-galactosidasa; a continuación se muestra una tabla con las 

ventajas y desventajas de cada una así como los substratos que se emplean con cada una de 

ellas 
(81)

.  

 

La búsqueda de la concentración óptima de uso depende ligeramente del tipo de ELISA 

empleado; para cualquier ELISA que utilice anti-anticuerpos conjugados, se suele probar 

diferentes diluciones del conjugado (desde 1:100 hasta 1:2000) frente a sucesivas diluciones 

de antisuero en placas tapizadas con antígeno a concentración idónea. Aquella dilución del 

conjugado que produzca menor reacción inespecífica (menor color de fondo o “background”) 

con muestras negativas e implique una clara distinción de las muestras positivas, será la 

óptima. La elección de una concentración de conjugado óptima va completamente ligada a 

planteamientos económicos en los que se ha de procurar el mayor ahorro del conjugado aún a 

costa de aumentar el tapizado 
(83)

.  

 

La elección del substrato es de gran importancia para la estandarización del método ELISA y 

hay que tener varios factores en cuenta, como son sensibilidad, especificidad, repetibilidad, 

facilidad de lectura y complejidad de preparación, así como estabilidad después de la parada 

de la reacción 
(83)

.  
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Se ha demostrado que en infección experimental en terneros la seroconversión se detecta de 4 

a 5 semanas. Esta prueba tiene la capacidad de detectar y cuantificar anticuerpos contra el 

vLEB y debido a que es muy  sensible, especifica y sencilla, ha sido adoptada como técnica 

rutinaria en el diagnostico de la enfermedad 
(29)

. 

 

ELISA  ha sido utilizada en programas de erradicación satisfactorios en varios países de 

Europa 
(79)

. 

 

2.2.7.1.4.  RADIOINMUNOANALISIS (RIA). 

 

Su exactitud lo hace idóneo para el estudio individual de los animales. Existen varias 

versiones, de las que la preferida es la que utiliza el antígeno gp51 o p25 del virión 
(3)

. Es una 

de las pruebas más sensibles y útiles  para la detección de los anticuerpos anti-vLEB en las 

vacas expuestas hasta 2 semanas antes, en las muestras de leche, y en las de suero de las 

parturientas 
(27)

. Es superior a las pruebas de inmunodifusión, sobre todo cuando las muestras 

séricas contienen bajos niveles de anticuerpos; en estos casos la prueba de inmunodifusión en 

agar gel falla en detectar entre un 28 y un 35 % de reactores positivos a RIA 
(3)

. 

 

2.2.7.1.5. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA. 

 

Partículas virales del vLEB pueden ser detectadas por microscopia electrónica en cultivos de 

linfocitos de animales infectados 
(79,(84)

. 

 

2.2.7.1.6. PCR. 

 

La Reacción en Cadena de Polimerasa (PCR) es otro método sumamente sensible para 

identificar a animales infectados con vLEB. Esta técnica permite detectar la presencia del 

provirus en células de la sangre, con anterioridad a la detección de anticuerpos 
(63)

. Una 

ventaja de PCR es que no requiere anticuerpos séricos 
(85)

. Es más sensible que AGID y que el 

ELISA en cuanto a la detección de terneros infectados cuando la prevalencia de la infección es 

inferior al 5 %. Permite identificar  el provirus del vLEB en los linfocitos de los terneros 
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recién nacidos hijos de vacas infectadas 
(27)

. Esto hace PCR exacto para detectar animales 

recientemente expuestos al vLEB  antes de que los anticuerpos sean producidos (ver Figura 7).  

Identificar el ácido nucleico viral también hace PCR capaz diferenciar entre terneros 

infectados y ésos que tienen anticuerpos circulantes debido a la transferencia pasiva del 

calostro de sus madres.  PCR se puede realizar sobre muestras de tejido también 
(86)

. 

 

Figura 7. PCR 
(86)

 

 

2.2.7.2. NECROPSIA. 

 

Linfosarcoma no se desarrolla hasta  4 a 5 años post infección.  Tumores que resultan de 

linfocitos malignos que pueden causar  síntomas no patognomonicos que son fácilmente 

confundidos con los de otras enfermedades 
(85)

.  La única manera definitiva de diagnosticar 

linfosarcoma es el examen histopatológico de un corte del tumor procedente de una  biopsia o 

necropsia siguiente 
(27)

. 

 

A la necropsia los órganos afectados están agrandados y pierden importancia.  Las lesiones en 

animales jóvenes generalmente se encuentran en el riñón, el timo, bazo, hígado, y nódulos 

linfáticos periféricos. Los tumores son encontrados generalmente en orden descendente en 

nódulos linfáticos, el atrio derecho,  abomaso, riñón y uréteres, grasa epidural, útero y cérvix, 

médula espinal, intestinos, hígado, músculos esqueléticos, bazo, vejiga, rumen, retículo, 

omaso y vesícula biliar de animales más viejos.  El examen de histopatológico de estos 

órganos muestra linfocitos densamente agrupados dentro del tejido afectado. Los tumores son 

identificados a menudo en órganos y nudos linfáticos internos vía palpación de rectal.  Otras 

señales clínicas podrían incluir agrandamiento del nódulo linfático periférico, parálisis de 

miembro trasero, fiebre, pulso de yugular, constipación o  diarrea 
(3)

. 
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2.2.8. PREVENCIÓN Y CONTROL. 

 

La prevención depende casi exclusivamente de la detección temprana de la enfermedad. 

Descubrimiento de los animales infectados, mediante repetidos análisis serológicos a 

intervalos de 3-5 meses 
(87)

. Si se considera que para que el vLEB estimule la producción de 

anticuerpos en el organismo se requieren cuando menos 2 semanas a partir del contacto con el 

virus, resulta ineficiente un solo muestreo para la detección de la totalidad de los animales 

infectados en un hato, por esta razón, para la exclusión absoluta de la infección es necesario 

hacer 2 muestreos con resultados negativos con un intervalo de 3 meses 
(46)

. La prevalecía de 

la infección es probablemente la primera consideración en un programa de control pero 

también es necesario considerar los aspectos económicos, practicas de manejo, movimiento de 

ganado y políticos 
(79)

. 

 

Algunas  acciones son necesarias para lograr un hato libre le LEB son las siguientes: 

 

 Adquisición de animales únicamente de hatos reconocidos como libres de la 

enfermedad 
(45)

 y hay que asegurarse de que todos los animales que ingresan son 

seronegativos 
(27)

. 

 El monitoreo serológico regular al principio cada 3-6 meses y más tarde a intervalos 

anuales 
(88)

.   

 Esterilizar  el material quirúrgico 
(49, (

27
)
. 

 Usar agujas y guantes de exploración rectal individuales para cada animal 
(27)

. 

 Intensificar el uso de inseminación artificial  con semen de animales negativos 
(29)

, así 

como implementar la transferencia de embriones Separar a los animales positivos de 

los animales negativos 
(79)

. 

 Efectuar el control de vectores biológicos 
(3)

. 

 Los terneros deben ser alimentados con calostro y leche de vacas seronegativas 
(27)

 y en 

caso de no haber otra alternativa pasteurizarla primero 
(3)

. 
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Vacunación.  

 

Se ha explorado la posibilidad de producir una vacuna frente al vLEB. Sin embargo, por el 

momento las perspectivas no son buenas. Una vacuna frente al virus debería no ser infecciosa 

ni oncogénica, ni debería interferir con las pruebas serológicas utilizadas habitualmente para 

detectar la infección 
(59)

. Se han realizado algunos intentos de producción de vacunas como el 

señalado por Miller y col. tratando al virus con etilenimina binaria, pero no lograron una 

completa inactivación viral. Se debe tener en cuenta que el uso del virus atenuado o células 

vivas como vacuna es peligroso particularmente trabajando con retrovirus, porque la 

información genética es insertada en el ADN celular 
(89)

. También en un estudio realizado por 

Reichert y col. Proporcionan evidencia de que una vacuna basada en ADN con pro virus 

atenuado es capaz de proteger contra las infecciones de desafío 
(90)

. 

 

2.2.9. TRATAMIENTO. 

 

No hay ningún tratamiento para esta enfermedad 
(27)

. De manera experimental se han intentado 

tratamientos a base de quimioterapia  utilizando adriamicina a dosis de 0.4 mg/kg de peso y 

una inmunoterapia  que cosiste en inocular preparados a base de el esqueleto de la pared 

celular de Nocardia rubra (inmunomodulador); pero ninguno se encuentra de manera 

comercial 
(91, (

92
)
.  

 

2.2.10.   SALUD PÚBLICA. 

 

Respecto al riesgo de zoonosis, la Leucosis  Enzoótica Bovina es una de las enfermedades 

neoplásicas malignas más frecuentemente diagnosticadas en ganado lechero, y el virus ha sido 

encontrado en la leche de vacas infectadas. Esta  conclusión ha planteado la preocupación 

sobre el papel del vLEB en las enfermedades neoplásicas en seres humanos 
(93)

. Esta  

enfermedad no representa peligro alguno para los seres humanos. Aunque, últimamente se ha  

encontrado una reacción cruzada con el virus de leucemia tipo I del humano y el virus de 

Leucosis  Enzoótica Bovina, ya que comparten una estructura similar en la proteína interna 

p24 
(94)

. 
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Algunos estudios han mostrado que no hay ninguna asociación entre la leucemia linfática 

humana y vLEB. Un estudio determino La presencia del antígeno gp51 en el 7%  de los casos 

de carcinoma canicular de seno, estos resultados sugieren que el virus de la Leucosis  

Enzoótica Bovina tiene carácter zoonótico y confirman que el virus es capaz de infectar 

células humanas; sin embargo, el papel del virus en la patología o su grado de asociación no 

está claro aún 
(95)

. Pero no se puede despejar en forma definitiva la incógnita de si el vLEB, 

que in vitro sí afecta células humanas, es capaz o no de inducir la infección en el hombre bajo 

condiciones naturales 
(96)

. 
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3. OBJETIVOS. 

 

3.1. OBJETIVO GENERAL: 

 

 Detectar la presencia de anticuerpos contra el virus de Leucosis Enzoótica Bovina 

(vLEB); en muestras de líquido  seminal de semen procesado (pajillas de 

inseminación), recolectadas en establos de la cuenca lechera de Tizayuca Hidalgo. 

  

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES: 

 

 Recolección de muestras de pajillas de semen, en establos de la cuenca lechera ubicada 

en Tizayuca Hidalgo. 

 

 Obtener el líquido seminal, de las pajillas de semen recolectadas, por medio de una 

centrifugación. 

  

 Demostrar la presencia de anticuerpos contra el virus de la Leucosis Enzoótica Bovina, 

en líquido seminal, por medio de la prueba de ELISA indirecta. 
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4. METODOLOGÍA. 

 

4.1. RECOLECCIÓN DE MUESTRAS. 

 

El presente estudio conformando con 45  muestras (pajillas) de semen procesado, recolectadas 

en 14 establos del Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca (CAIT); y se rotularon al 

momento de recolectarlas, con los datos del toro del cual procede la pajilla. Se recolectaron en 

un termo con nitrógeno líquido para una buena conservación del semen, hasta conseguir el 

total de las muestras, proceso que tardo un mes; una vez que se consiguieron las 45 muestras 

se  trasladaron hacia el laboratorio de virología de la Facultad de Estudios Superiores 

Cuautitlán. 

 

4.2. OBTENCIÓN DE LÍQUIDO SEMINAL. 

 

Una vez trasladadas las muestras al laboratorio de virología, se realizó la limpieza y 

desinfección del material y equipo de laboratorio requerido para el procedimiento, aunado a la 

utilización de bata, cubre bocas, guantes, para evitar la contaminación de las muestras.  

 

Se  descongelaron a baño maría  a 37 ° C, posteriormente se procedió a verter el contenido de 

la pajilla en tubos eppendorf estériles, los cuales se rotularon para su identificación y se 

sometieron a centrifugación a 1000 rpm durante 1 minuto para separar el líquido seminal del 

paquete celular;  el  sobrenadante se  guardo en tubos eppendorf estériles a  una  temperatura  

de -80 ° C  para posteriormente realizar 6 frotis de cada muestra. El líquido seminal se proceso 

para realizar la prueba de ELISA indirecta. 

 

4.3. PROCEDIMIENTO DE ELISA INDIRECTA. 

 

Para el análisis de las muestras (líquido seminal) se utilizó  una prueba comercial: Bovine 

Leukemia Virus Antibody Test Kit, ELISA, desarrollado por  laboratorios VMRD para 

detectar anticuerpos contra la glicoproteína gp51 del vLEB en bovinos. Los anticuerpos de las 

muestras de suero se unen a las moléculas gp51 del vLEB adheridas a las paredes de la 

microplaca, y se provoca una reacción con anticuerpos peroxidados y que son detectados por 
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la adición de la enzima sustrato y cuantificados por el desarrollo de un color azul. Y el proceso 

de la prueba se realizó según las instrucciones del fabricante: 

 Realizar una dilución 1:25; (8 l del líquido seminal con 200 l de diluyente 

amortiguador de suero). 

 Colocar 50 µl de cada muestra en dos pozos (por duplicado) de la placa del antígeno. 

 Los controles positivo y negativo se corrieron por triplicado colocándolos en extremos 

opuestos, también 50 l. 

 Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

 Lavar todos los pozos tres veces con la solución de lavado. 

 Agregar 50 µl del conjugado a todos los pozos 

 Incubar  el conjugado durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

 Lavar todos los pozos tres veces con la solución de lavado. 

 Agregar 50 µl de la solución sustrato a todos los pozos. 

 Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

 Agregar 50 µl de solución de paro a todos los pozos. 

 Realizar la lectura  de   los resultados  en  el  Elisometro a una longitud de onda de 

620-650 nm. 

 

4.4. PREPARACIÓN DE FROTIS. 

 

El sedimento; obtenido de la separación del líquido seminal y el paquete celular, se diluyó en 

1ml de SSF y se homogeneizó con un vortex durante 1 minuto, para realizar 6 frotis de cada 

muestra (se rotularon con un lápiz con punta diamante para identificarlas) con el fin de 

identificar las células presente, se siguió el siguiente procedimiento: 

 

 Colocar una pequeña gota de  semen sobre un portaobjetos. 

 Extender uniformemente sobre todo el portaobjetos. 

 Fijar con alcohol metílico durante 3 a 5 minutos. 

 Agregar acetona y se dejo secar. 
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4.5. TINCIÓN WRIGHT. 

 

Una vez realizados los frotis se procedió a teñir las laminillas con el colorante de wright para 

poder observar al microscopio la presencia de células en las muestras, el procedimiento 

consiste en: 

 

 Cubrir la muestra con colorante de wright durante 3 minutos. 

 Cubrir gota a gota con buffer sin derramar el colorante durante 7 minutos. 

 Enjuagar con agua destilada. 

 Enjuagar con agua de la llave (corriente). 

 Dejar secar la laminilla. 

 Sumergir en Xilol para eliminar los residuos de agua. 

 Montar (colocó un cubreobjetos)  las laminillas, agregando unas gotas de resina. 

 Observar al microscopio para detectar células presentes en el frotis. 

 

4.6. TINCIÓN PAPANICOLAUO. 

 

Aunado a la tinción de Wright se realizó la tinción de las laminillas con la técnica de 

Papanicolaou con la finalidad de observar la posible presencia de células tumorales en las 

muestras. 

 

Los frotis se lavaron con agua corriente durante 3 minutos al chorro de agua, para después 

depositarlas  en una caja de Coplin, lavar en agua destilada durante un minuto, aplicar el 

colorante hematoxilina sumergiendo las laminillas en un vaso de Coplin durante 1 minuto, 

lavar el exceso con agua corriente, realizar baños de alcohol de 96° en dos cajas de Coplin con 

duración de 5 minutos en cada caja, aplicar el segundo colorante que es el OG-6 sumergiendo 

las laminillas durante 5 minutos, dar baños en alcohol de 96° durante 5 minutos por caja (2 

cajas), aplicar el colorante EA durante 8 minutos, posteriores baños de 5 minutos en alcohol 

de 96°, sumergir en alcohol absoluto más xilol, bañar en xilol con duración de 5 minutos cada 

uno, terminado este proceso se montaron las laminillas con resina. 

 

 



 

30 

 

5. RESULTADOS. 

 

5.1. INTERPRETACIÓN VISUAL. 

 

De acuerdo al fundamento de la prueba;  obtuvimos que en la placa de ELISA, se presentaron 

cambios en la coloración;  en los pozos: A4, A5, A6, A7,  C4, C5, D1, D2, D10, D11, F7, F8, 

G1, G12, G13; mostrando diferente intensidad de color azul. Lo que nos sugiere la presencia 

de anticuerpos en las muestras correspondientes (ver Figura 8). 

 

. 

Figura 8. Resultado de la placa de ELISA. 

 

5.2. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA DENSIDAD ÓPTICA. 

 

Inmediatamente después de realizada toda la técnica de ELISA se realizó la lectura de los 

resultados con la ayuda de un Elisometro a una longitud de onda de 620-650 nm, De acuerdo  

al fabricante el control positivo puede producir una Densidad Óptica (D.O.) media mayor o 

igual a 0.250 y menor a 2.0;  mientras que el control negativo produce una D.O. media menor 

que 0.200.  Los resultados que arrojó la lectura con el Elisometro se muestran  (ver Cuadro 7).  

Cada muestra se colocó en dos pozos (se probo por duplicado), y los controles positivo (CP) y 

negativo (CN) por triplicado; en el cuadro 7, la fila superior  (en azul) nos indica el número de 

muestra que se colocó en el pozo indicado, y en la fila inferior el resultado de la D.O. 
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Para una representación gráfica se procedió a obtener el promedio de los dos pozos de cada 

muestra, el resultado se presenta en la Figura 10. 

 

Prueba de validación. 

 

Siguiendo las recomendaciones de la hoja técnica de kit nos indica que el control positivo 

puede dar una D.O. media igual o mayor a 0.250 y menor de 2.000; el control negativo puede 

dar   una D.O media menor o igual a 0.200. 

 

El control positivo arrojó una D.O. de 0.869 al promediar el resultado de los tres pozos en los 

cuales se colocó, mientras que el control negativo dio un  promedio de 0.061 D.O., de acuerdo 

a estos resultados el criterio para determinar el diagnostico de las muestras fue el siguiente:  

 

 Las muestras con resultado menor o igual a 0.061, (al obtener el promedio de los dos 

pozos en los que se analizaron); se consideraron negativas.   

 Las muestras que dieron como resultado una D.O.  entre 0.062 y 0.250 las 

consideramos como sospechosas. 

 Las muestras que rebasaron el 0.250 de D.O. las diagnosticamos como positivas (ver 

Cuadro 8). 

 

En base al criterio anterior  obtuvimos que de las 45 muestras analizadas, 22 muestras se 

consideran negativas lo que corresponde al 49%, mientras que 21 muestras se encontraron 

dentro del rango que consideramos sospechosas lo que corresponde al 47% y 2 muestras 

rebasaron una densidad óptica de 0.250 por lo que se consideraron positivas resultando ser el 

4% (ver Figura 9). 

 

De las muestras de procedencia  nacional 2 resultaron positivas,  20 negativas  y 11 

sospechosas. Mientras que las muestras de semen importadas  ninguna fue positiva, 3 

negativas   y 9 sospechosas (ver Figura 11). 
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Figura 9. Porcentaje serológico de líquido seminal de toros  negativos, sospechosos y positivos. 

 

5.3. FROTIS. 

 

Por otro lado al realizar el análisis de los frotis encontramos que en la mayoría de las 

laminillas, realizadas con las muestras estudiadas; presentan células epiteliales, haciendo una 

comparación entre las muestras nacionales y las provenientes del extranjero observamos que 

las nacionales presentan mayor porcentaje de células epiteliales que las importadas. No se 

encontraron células de otro tipo como linfocitos en ninguna de las muestras.  

 

En las laminillas teñidas con la tinción de papanicolau se encontraron células epiteliales, que 

presentan un citoplasma color naranja, que como nos lo indica la técnica normalmente se tiñen 

en color azul, y en caso de presentar queratina se tiñen de color naranja, como en el caso del 

carcinoma epidermoide (ver Figura 12).  

 

Por lo que no se observa presencia de células cancerigenas, ni de defensa en las muestras 

estudiadas. 
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6. DISCUSIÓN. 

 

Existen pocos trabajos enfocados a diagnosticar la Leucosis Enzoótica Bovina en semen, 

según algunos autores reportan la ausencia del virus en muestras de semen por medio de 

pruebas de biología molecular como PCR, por lo que consideran seguro utilizar la IA en hatos 

libres de esta enfermedad 
(97)

. A pesar de que muchos autores mencionen que no se puede 

transmitir la enfermedad por medio de la IA es necesario realizar un monitoreo rutinario del 

ganado pie de cría ya que como lo menciona Catena
(13)

, existe una probabilidad; aunque sea 

baja,  de diseminar la infección por esta vía.  

 

El presente trabajo, nos muestra que existe la posibilidad  de encontrar el vLEB presente en 

semen, puesto que encontramos la presencia de anticuerpos contra la proteína gp51 del vLEB 

en el 4 % de las muestras procesadas, siendo estas, de origen nacional, mientras que ninguna 

de las muestras importadas resultó positiva.  

 

Uno de los trabajos enfocados a la detección del vLEB, es  el estudio realizado en Argentina 

por Dus Santos, el cual analiza el semen de 23 toros, en muestreos realizados  en varias 

ocasiones, 20 de los toros muestreados resultaron positivos  por PCR en semen, detectando el 

genoma viral en más de un muestreo y en forma alternada con periodos de ausencia de 

detección del provirus. Estos los resultados sugieren que el vLEB presenta dos patrones de 

excreción viral: ausencia de virus en semen y excreción intermitente del mismo. 
(98)

, por lo que  

es necesario establecer un programa de control en el cual se realicen pruebas diagnosticas de 

la LEB ya que detectando la enfermedad en los pie de cría se puede disminuir el riesgo de 

diseminar la enfermedad a todo el hato. 

 

La importancia de estos trabajos, radica en la rapidez con que se pudiera diseminar la 

enfermedad a través la inseminación artificial, al tener un semental positivo sin diagnosticar, 

esto es posible porque un semental puede producir suficientes espermatozoides para inseminar 

a miles de hembras al año, debido a que el semen al ser procesado;  para su conservación y 

utilización en inseminación artificial, se diluye  incrementando la cantidad de hembras que se 

pueden inseminar (hasta 300) 
(14)

 con un solo eyaculado (ver Cuadro 6).  
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Características del semen procesado en pajillas Parámetro 

Tiempo de almacenamiento años >1 

Dilución de 1 ml de semen 10-75 

Dosis de inseminación (volumen) 0.2-1 

Vacas inseminadas por eyaculado 300 

Cuadro 6. Requerimiento para dilución, de semen bovino para inseminación. Modificado de Hafez
( 
99

)
 

  

Existen trabajos sobre el diagnóstico de retrovirus en semen tal es el caso del trabajo realizado 

por Martínez 
(100)

 aportan evidencia de la presencia de virus en el semen de los animales; ya 

que demostraron la presencia de antígeno viral, de la enfermedad de Artritis Encefalitis 

Caprina, en el aparato reproductor de machos caprinos; pero no detectaron evidencia de que 

los parámetros reproductivos se afecten en animales positivos al virus, lo que implica un 

riesgo en la diseminación de la enfermedad ya que se utilizan pensando que son libres de 

enfermedades.  

 

Cabe mencionar que los resultados obtenidos en este trabajo, se entrego a cada uno de los 

productores que nos dieron las facilidades para obtener las muestras para el estudio, las cuales 

se les entrego personalmente a sobre cerrado; para  que tomen las consideraciones pertinentes 

de acuerdo a el resultado obtenido cada toro  según la muestra analizada. 
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7. CONCLUSIONES. 

 

El presente trabajo nos muestra que la prueba de ELISA indirecta, es una muy buena prueba  

para el diagnóstico de la Leucosis Enzoótica Bovina, y muy eficiente por ser muy sensible y 

especifica; por lo que puede considerarse como prueba de rutina en los establos de México 

para el diagnostico de esta enfermedad.  

 

Los resultados obtenidos en este tipo de trabajos deberían ser tomados en cuenta por el sector 

oficial, para tomar conciencia de los posibles riesgos que pueden presentarse con las 

enfermedades del ganado y con esto, permitir a las autoridades, adecuar las normas oficiales 

relacionadas, en este caso,  con la comercialización y movilización de semen en el país. 
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APÉNDICES. 

 

Cuadro 7. Resultados de densidad óptica (DO) en Elisometro. 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CP CP CP 10 10 18 18 26 26 34 34 42

A 1.022 0.812 0.774 0.27 0.193 0.332 0.193 0.051 0.046 0.073 0.069 0.054
1 4 4 11 11 19 19 27 27 35 35 42

B 0.062 0.062 0.082 0.064 0.065 0.053 0.054 0.052 0.05 0.049 0.052 0.052
1 5 5 12 12 20 20 28 28 36 36 43

C 0.068 0.076 0.084 0.12 0.097 0.059 0.052 0.06 0.062 0.054 0.047 0.096
2 6 6 13 13 21 21 29 29 37 37 43

D 0.162 0.233 0.243 0.077 0.098 0.058 0.053 0.05 0.05 0.3 0.296 0.104
2 7 7 14 14 22 22 30 30 38 38 44

E 0.053 0.062 0.058 0.047 0.066 0.058 0.049 0.053 0.068 0.068 0.064 0.054
3 8 8 15 15 23 23 31 31 39 39 44

F 0.052 0.052 0.076 0.062 0.067 0.053 0.11 0.12 0.046 0.047 0.045 0.048
3 9 9 16 16 24 24 32 32 40 40 45

G 0.241 0.052 0.056 0.06 0.068 0.097 0.05 0.256 0.065 0.048 0.049 0.114
CN CN CN 17 17 25 25 33 33 41 41 45

H 0.067 0.06 0.056 0.048 0.044 0.055 0.055 0.048 0.05 0.045 0.045 0.123
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# de 

muestra 

RAZA Procedencia D.O COLOR DE 

REACCION 

RESULTADO CELULAS 

PRESENTES 

N I + ? - MФ NФ LT EP 

1 HOLSTEIN *  0.065 BLANCO  *  - - + + 

2 HOLSTEIN  * 0.107 BLANCO  *  - - - ++ 

3 HOLSTEIN  * 0.146 BLANCO  *  - - - - 

4 PARDO S.  * 0.072 BLANCO  *  - - - - 

5 HOLSTEIN  * 0.080 BLANCO  *  - - - - 

6 HOLSTEIN *  0.238 AZUL  *  - - - + 

7 HOLSTEIN  * 0.060 BLANCO   * - - - + 

8 HOLSTEIN  * 0.064 BLANCO  *  - - - - 

9 HOLSTEIN *  0.054 BLANCO   * - - - +++ 

10 HOLSTEIN  * 0.231 AZUL  *  - - - - 

11 HOLSTEIN  * 0.064 BLANCO  *  - - - - 

12 HOLSTEIN *  0.108 BLANCO  *  - - - + 

13 HOLSTEIN  * 0.087 BLANCO  *  - - - - 

14 HOLSTEIN *  0.056 BLANCO   * - - - +++ 

15 HOLSTEIN *  0.064 BLANCO  *  - - - +++ 

16 CEBU *  0.064 BLANCO  *  - - - + 

17 HOLSTEIN *  0.046 BLANCO   * - - - +++ 

18 HOLSTEIN *  0.262 AZUL *   - - - + 

19 HOLSTEIN *  0.053 BLANCO   * - - - + 

20 HOLSTEIN *  0.055 BLANCO   * - - - + 

21 HOLSTEIN *  0.055 BLANCO   * - - - - 

22 HOLSTEIN  * 0.053 BLANCO   * - - - + 

23 HOLSTEIN *  0.081 BLANCO  *  - - - + 

24 HOLSTEIN *  0.073 BLANCO  *  - - - - 

25 HOLSTEIN *  0.055 BLANCO   * - - - + 

26 HOLSTEIN *  0.048 BLANCO   * - - - ++ 

27 HOLSTEIN *  0.051 BLANCO   * - - - + 

28 HOLSTEIN *  0.061 BLANCO   * - - - - 

29 HOLSTEIN *  0.050 BLANCO   * - - - + 

30 HOLSTEIN *  0.060 BLANCO   * - - - + 

31 HOLSTEIN *  0.083 BLANCO  *  - - - - 

32 HOLSTEIN *  0.160 BLANCO  *  - - - + 

33 HOLSTEIN *  0.049 BLANCO   * - - - + 

34 HOLSTEIN  * 0.071 BLANCO   * - - - +++ 

35 HOLSTEIN *  0.051 BLANCO   * - - - - 

36 HOLSTEIN *  0.050 BLANCO   * - - - - 

37 HOLSTEIN *  0.298 AZUL *   - - + +++ 

38 HOLSTEIN *  0.066 BLANCO  *  - - - - 

39 HOLSTEIN *  0.046 BLANCO   * - - - + 

40 HOLSTEIN *  0.048 BLANCO   * - - - + 

41 CEBU *  0.045 BLANCO   * - - - + 

42 HOLSTEIN *  0.053 BLANCO   * - - - + 

43 HOLSTEIN *  0.100 BLANCO  *  - - - - 

44 HOLSTEIN *  0.051 BLANCO   * - - - + 

45 HOLSTEIN  * 0.118 BLANCO  *  - - - - 
Cuadro 8. Información de procedencia y resultados obtenidos en las muestras
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Figura 11. Cantidad de muestras por diagnóstico, según su procedencia. 

 

 

Figura 12. Porcentaje de muestras con células epiteliales y su procedencia. 
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Figura 13. Célula epitelial en muestra 18 con tincion papanicolaou. 

 

 

Figura 14.  Célula epitelial en muestra 9 con tincion papanicolaou. 
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