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RESUMEN  
 

El virus de leucemia bovina es un virus de distribución mundial, clasificado en diez 

diferentes genotipos, en México estudios realizados en ganado lechero han 

identificado la presencia y circulación del genotipo 1 y 3. Sin embargo en ganado 

de carne se desconocen los genotipos que circulan, aún sabiendo que la 

enfermedad está presente. En el presente trabajo se obtuvieron muestras de 

hisopo nasal (453) y sangre completa (141) de bovinos de carne destinados a la 

engorda de diferentes Estados de la República Mexicana, en total se obtuvieron 

594 muestras; por medio de la técnica de PCR punto final  dirigida hacia la 

glicoproteína de superficie gp51 del gen de envoltura y PCR en tiempo real, se 

lograron obtener 31 muestras positivas al virus de leucemia bovina, de las cuales 

solo tres muestras originarias del Estado de Colima se pudieron secuenciar. Al 

obtener las secuencias se realizó un análisis filogenético utilizando secuencias de 

los diez genotipos de todo el mundo reportadas anteriormente; una de las 

secuencias obtenidas se agrupó en el genotipo 1, siendo el que tiene mayor 

distribución a nivel mundial y dos se agruparon al genotipo 5 nunca antes 

reportado en nuestro país. Se realizó un análisis de identidad presentando una 

similitud con secuencias que se agruparon en el mismo clado de 98.087% y entre 

clado y clado, es decir entre genotipo 1 y 5 de 94.084%. Este es el primer reporte 

de genotipos 1 y 5 de leucemia bovina en ganado destinado a la producción de 

carne en la República Mexicana. 
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ABSTRACT 
 

The bovine leukemia virus (BLV) is a virus with global distribution, classified in ten 

different genotypes; studies in México performed in dairy cattle have identified the 

presences and circulation of genotype one and three. However, in beef cattle the 

genotypes that circulate are unknown, even though the disease is present. 

Samples of nasal swabs (453) and whole blood (141) were obtained from beef 

cattle from different states of the Mexican Republic, a total of 594 samples; using 

the polymerase chain reaction technique (PCR) of the surface glycoprotein gp51 of 

the envelope gene, 31 positive samples were identified. From these only three 

samples from Colima could be sequenced. A phylogenetic analysis was carried out 

using sequences of ten genotypes from all over the world previously reported. One 

of the sequences obtained grouped in genotype 1, being the one with the largest 

distribution worldwide and two grouped in genotype 5 never before reported in our 

country. An identity analysis was performed and they have a homology between 

those grouped in the same clade of 98.087% and between clade 1 and 5 of 

94.084%. The results obtained in this work are the first report of genotype 1 and 5 

of bovine leukemia virus in beef cattle in the Mexican Republic.  
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INTRODUCCIÓN  
 

Antecedentes de la enfermedad 
 

Se tienen reportes de signología clínica asociada a la Leucosis Enzoótica Bovina 

desde inicio del siglo XIX. En el año de 1874 en Alemania, Bollinger describe por 

primera vez la enfermedad, sin embargo, es hasta 1969 que se logra aislar y se 

designa como virus de la Leucosis Bovina (Barez et al. 2015; Lee et al. 2016; 

Rodríguez et al. 2011; Zhao and Buehring 2007).  

El primer reporte que se tiene de la presencia de esta enfermedad en el continente 

americano es en Brasil en 1943 (Pluta et al. 2017). 

En México entre los años 1980 y 1989 en la cuenca lechera de Tizayuca se 

encontró una seropositividad de aproximadamente el 1.22% en 523 animales 

estudiados (Garrido Sierra, 1991).  

 

Importancia e impacto económico  
 
La importancia económica por infecciones causadas por este virus se debe a 

varios factores como: pérdida de mercados de exportación ya que en algunos 

países es necesario comprobar que los animales estén libres de esta enfermedad, 

el costo del diagnóstico, tratamiento paliativo, el sacrificio de animales y la 

penalización en el precio de canal por la presencia de tumores (Ludmilla et al., 

2013). 

La Leucosis Enzoótica Bovina en México según el acuerdo mediante el cual se 

dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos las enfermedades y plagas 

exóticas y endémicas de notificación obligatoria de los animales terrestres y 

acuáticos publicado en el diario oficial de la federación el día 29 de noviembre de 

2018, se encuentra ubicada en el grupo tres, que incluye enfermedades presentes 

en el territorio nacional y representan un menor riesgo desde el punto de vista 

epidemiológico, económico y de salud pública, pese a esto la enfermedad de 
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Leucosis Enzoótica Bovina es de notificación obligatoria mensual en el Sistema de 

Vigilancia Epidemiológica (Diario Oficial de la Federación)   

En contraste, para la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE) la Leucosis 

Enzoótica Bovina (LEB) pertenece al grupo B, el cual está constituido por 

enfermedades transmisibles importantes desde el punto de vista socioeconómico y 

sanitario con repercusiones en el comercio internacional de animales y productos 

de origen animal (OIE, 2018).  

El impacto económico en América del Norte se estima en aproximadamente 7 

millones de dólares al año en ganado lechero (Chamizo Pestana, 2015), para el 

ganado de carne no se encuentran estudios hasta el momento. 

 

Agente etiológico  
 

Clasificación 

 
La LEB es provocada por un oncovirus de ARN de cadena sencilla del género 

Deltaretrovirus, familia Retroviridae y orden ortervirales (Heinecke et al. 2017; 

Khudhair et al. 2016; Lee et al. 2015; Polat et al. 2016). Dentro de esta familia 

también se encuentran los géneros Alpharetrovirus, Betaretrovirus, 

Gammaretrovirus, Epsilonretrovirus, Spumavirus y los Lentivirus. El virus de 

Leucemia Bovina (vLB) comparte su organización genómica con los virus HTLV-1, 

HTLV-2 de humanos, STLV-1, STLV-2 y STLV-3 que afectan principalmente a los 

simios (figura 1).Una característica de esta familia viral es que poseen la 

capacidad de la regulación de la expresión de sus genes por medio de la síntesis 

de proteínas a partir de su propio genoma (ICTV, 2017). 
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Figura 1. Géneros de la familia Retroviridae (ICTV 2017).  

 

Características estructurales y organización genómica 

 
El virus de leucemia bovina (vLB) mide entre 80-120 nm de diámetro, es un virión 

envuelto y de forma esférica. La partícula viral se puede encontrar de dos formas: 

la fase infecciosa o virión maduro y en forma proviral el cual esta integrado al 

genoma de la célula infectada. 

El genoma completo del virus de la LEB consta de 8714 nucleótidos (figura 2) (De 

Brogniez et al. 2017.; Lee et al. 2015; Willems et al. 1996).  

Las partículas virales de la LEB poseen cuatro genes principales los cuales están 

flanqueados tanto en su extremo 5’ como 3’ por secuencias terminales repetidas o 

LTR’s (Long Terminal Repeat) por sus siglas en inglés, quedando distribuido de la 

siguiente manera: 5’LTR-gag-pro-pol-env-LTR3’, entre la región del gen env y la 

LTR 3’ existe una región llamada pX dentro de la cual se encuentran cuatro genes 

accesorios: R3, G4, Rex y Tax (figura 2)(Barez et al., 2015; Polat et al., 2016). 
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Figura 2. a. Estructura del virus de Leucemia Bovina. b. Partícula viral. Modificado de Barez et al. 2015. 

El promotor de la transcripción se encuentra en la LTR proviral la cual está 

compuesta de las siguientes regiones U3, R y U5. En la región U3 ubicada en el 

extremo 3´se encuentran elementos importantes para la actividad del promotor 

conocidos como sitios de unión a factores de transcripción (Lospitao, Holguín, and 

Soriano 2003; Zhao et al., 2007). 

El gen gag llamado así por su significado en inglés Group Associated Antigen está 

formado por 1178 nucleótidos y es altamente conservado. Codifica para una 

poliproteína, la cual va a dar lugar a tres proteínas no glicosiladas: p24 (cápside), 

p15 (proteína de matriz) y p12 (nucleocápside) (figura 2b).  

El gen pro es el encargado de codificar a la proteasa viral o p14, la cual es la 

encargada de la maduración y realizar los cortes a la poliproteína del gen gag 

(figura 2b) (Polat et al., 2016; Polat, Takeshima, and Aida, 2017). 
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El gen pol por su abreviatura polimerasa codifica a la transcriptasa reversa (RT) 

necesaria para la transcripción reversa e integrasa (IN) la cual tiene un papel 

fundamental en la integración del genoma viral.  

El gen de envolutra (env) consta de una secuencia de 1493 nucleótidos y codifica 

para una poliproteína precursora llamada gp72, la cual es incidida en tres en el 

aparato de Golgi: el péptido señal que va de los aminoácidos 1-33, proteína de 

superficie o gp51 que va de los aminoácidos 34-301 y la proteína de 

transmembrana o gp30 que va de  los aminoácidos 302-515 (figura 3) (Zhao and 

Buehring, 2007). 

La proteína gp51 es el objetivo de los anticuerpos neutralizantes, en la región N 

terminal de esta proteína se encuentran tres epítopos conformacionales 

denominados como F, G y H; en la región C terminal presenta tres epítopos 

lineales A, B, D, E razón por la cual esta proteína es la más utilizada para realizar 

análisis de genotipificación. Además, se cree que la gp51 es la proteína que 

contiene el sitio de unión al receptor(Johnston and Radke ,2000). 

Actualmente se ha logrado clasificar al virus de Leucemia Bovina en diez 

genotipos utilizando el gen que codifica la proteína de envoltura  (Khudhair et al., 

2016; Lee et al., 2015; Polat et al., 2016).  

 

La región px la cual se localiza entre el gen env y la región LTR 3’ contiene cuatro 

marcos de lectura abiertos (ORF), los más grandes codifican para la proteína TAX 

(Trans-activator-Protein) y REX, ambas proteínas reguladoras que actúan en la 

regulación de la transcripción viral, en la inducción de la leucogénesis y en el 

transporte del ARN viral hacia el núcleo. Además, en la región px se encuentran 

dos ORFs pequeños que son llamados R3 y G4 los cuales expresan proteínas 

accesorias que van a contribuir al mantenimiento de una carga viral elevada 

(Johnston, Albritton, and Radke, 2002; Polat et al., 2017; Zhao and Buehring, 

2007). 
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Figura 3. Genoma del vLB y características de la región genética env (Zhao and Buehring, 2007). 

 

Replicación  

 
Las células blanco del vLB principalmente son los linfocitos, pero estudios han 

demostrado que también es capaz de infectar a monocitos y macrófagos. La 

entrada a la célula blanco es propiciada por medio de la interacción de las 

proteínas codificadas por el gen env, gp51 y gp30, estás proteínas están unidas 

por un enlace disulfuro CX6CC en gp30 (transmembrana) y CXXC en gp51 (De 

Brogniez et al., 2017). 

La interacción receptor-ligando se da mediante la gp51, mientras que la gp30 

contiene una región denominada sitio de activación. Una vez que se lleva a cabo 

la unión, el puente disulfuro entre gp30 y gp51 se rompe, permitiendo así la 

exposición del péptido de fusión, que se encuentra en gp30, esto desestabiliza la 

membrana lipídica del virión y permite la liberación del material genético en el 

citoplasma de la célula huésped (Johnston and Radke, 2000; Zhao and Buehring 

,2007) . 

Liberada la nucleocápside, el ARN se transcribe en ADN por la transcriptasa 

reversa, resultando la fase proviral, la cual de forma aleatoria se va a incorporar al 

ADN genómico por medio de la integrasa viral quien mediante un corte al ADN y 

una ligación del ADN tanto viral como del huésped logra hacer la integración. En 

esta fase, llamada de latencia, los provirus se pueden replicar y mantenerse 

dentro del hospedero por medio de mitosis (Lairmore, 2014; Marawan, 2017). 
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El otro camino que pueden seguir es una vez integrado en forma proviral requiere 

de la maquinaria celular para iniciar la transcripción a ARN virales. Estos factores 

de transcripción se unen al promotor del vLB y junto con TAX activan la 

transcripción. Después REX va a facilitar el transporte de los ARN’s mensajeros 

del núcleo al citoplasma, para la traducción de las proteínas virales de ensamble 

(Brooks, Cockerell and Nyborg, 1998 Tajima and Aida, 2002). 

Las proteínas maduras de env son transportadas a la superficie de la membrana 

celular, en donde son insertadas. Las partículas virales se unen en estos sitios de 

inserción en donde adquieren la envoltura junto con las proteínas del gen env 

(figura 4) (Zhao and Buehring, 2007). 

 

Figura 4. Ciclo de replicación del virus de leucemia bovina (Lairmore, 2014). 
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Signos clínicos  

 

Se han descrito tres formas de Leucosis Bovina, de etiología desconocida (forma 

juvenil, tímica y cutánea), que afectan principalmente a animales jóvenes (Garrido 

Sierra, 1991). 

La Leucosis Enzoótica Bovina que afecta a animales de entre 4 y 8 años de edad 

es la presentación de la forma adulta o multicéntrica producida por el vLB. El signo 

clínico principal es la presencia de masas tumorales en los linfonodos femorales, 

supramamarios, prescapulares o maxilares principalmente, otro signo 

característico de la enfermedad es la linfocitosis persistente, se considera esta 

fase cuando por lo menos dos muestras de sangre con un intervalo de tres meses 

presentan un aumento en el nivel de leucocitos, este signo no se presenta en 

todos los animales. Además, de las masas tumorales los animales presentan 

pérdida de peso progresiva, los demás signos van de acuerdo al sitio de ubicación 

de los linfosarcomas (Chamizo, 2005).  
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Transmisión  

 

La transmisión de esta enfermedad puede ser tanto de forma vertical como 

horizontal (figura 5).  

La transmisión horizontal se puede dar por contacto directo o indirecto por ejemplo 

por medio de agujas, examen tocológico y material quirúrgico, siendo esta la 

principal causa de transmisión. Manet et al., (1989) demostraron que el virus 

también puede transmitirse por los tábanos (Tabanus spp.) (Manet et al. 1989). 

El virus es capaz de atravesar la barrera trasplacentaria y se puede transmitir por 

calostro o leche. Los animales infectados pueden presentar la enfermedad de tres 

maneras:  

• Portadores asintomáticos  

• Con linfocitosis persistente 

• Linfoma  

 

Figura 5. Mecanismos de transmisión de Leucosis Enzoótica Bovina. 



 
 

10 

 

Diagnóstico  

 

Un gran número de técnicas se han desarrollado para el diagnóstico del vLB. En 

general se pueden dividir en diagnóstico serológico o en la identificación del 

agente.  

 

Diagnóstico serológico 

 

La mayoría de los diagnósticos a nivel mundial se basan en la detección de 

anticuerpos y de forma indirecta van a identificar la presencia del virus. Estas 

pruebas van dirigidas hacia p24 o proteína de cápside y hacia la gp51 o proteína 

de superficie. Esto es porque los anticuerpos hacia éstas proteínas se producen 

poco tiempo después de la infección y pueden ser detectados de 2-3 semanas 

post-infección, y quedan detectables de por vida (Polat et al., 2017). 

Se usan técnicas convencionales de diagnóstico serológico como: la 

inmunodifusión en gel de agar o AGID por sus siglas en inglés, sin embargo, en 

terneros los anticuerpos maternos pueden tardar en desaparecer de 6 a 7 meses y 

esta prueba no distingue los anticuerpos maternos y los originados a partir de una 

infección activa (OIE,2018).  

Otras pruebas serológicas que se utilizan para el diagnóstico de  LEB es la prueba 

de ELISA, la cual es más sensible que la AGID, pero los animales en una etapa 

temprana de infección no son detectados y las muestras generan falsos negativos 

(Barez et al. 2015). 

En general las técnicas de diagnóstico serológico no pueden ser utilizadas en 

animales de menos de seis meses de edad por la presencia de anticuerpos 

maternos, lo cual podría generar  falsos positivos (Polat et al., 2017). 
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Identificación del agente etiológico  

 

El empleo de las técnicas diagnósticas utilizadas en serología en conjunto con 

técnicas para identificar el genoma del agente como la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) pueden favorecer la detección de la infección. 

Se pueden utilizar varios métodos de PCR, como PCR punto final, PCR tiempo 

real o PCR anidado. Una de las ventajas de estos métodos es que permiten la 

identificación del agente incluso semanas antes de que los anticuerpos sean 

detectables. La prueba de PCR nos permite no solo identificar al agente sino 

también la diseminación, el progreso que ha tenido la infección, incluso permite la 

identificación de la carga proviral en secreciones nasales y saliva (Polat et al., 

2017). 

Además de la técnica de PCR que es la más utilizada, se puede realizar western 

blot para la detección de las proteínas virales, cultivo celular para aislamiento viral 

identificando la formación de sincitios o inmunofluorescencia para la detección del 

antígeno viral (Khudhair et al. 2016). 

 

Epidemiología  

 

Los huéspedes naturales de la infección por el vLB son principalmente tres 

especies: Bos Taurus, Bos Indicus y Bubalus bubalis, además de estas especies 

se ha comprobado que las ovejas, cabras, cerdos, ratas y conejos pueden ser 

infectados experimentalmente por el virus y desarrollar la enfermedad de una 

forma más rápida y aguda (Barez et al. 2015).  

Un estudio realizado en el 2001 en EUA en el Estado de Michigan demostró que la 

seroprevalencia en ganado lechero para LEB fue del 48%, mientras que para el 

ganado de carne del 10% .  

El virus de LEB tiene una distribución mundial y la Unión Europea ha hecho 

esfuerzos para la erradicación de este virus en el ganado, lo cual ha tenido éxito 
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en la mayoría de los países de Europa del Este; Dinamarca, Finlandia, Holanda y 

Polonia son libres de esta infección. Un ejemplo del éxito de estos programas es 

Australia, el cual fue empleado por primera vez en 1983 y para el año 2013, 99.7% 

del ganado fue declarado libre de esta infección (Nuotio et al. 2003; Rola-Łuszczak 

et al. 2013). 

En EUA un estudio de prevalencia demostró que existe una seroprevalencia en 

ganado lechero de 83.9% y en ganado de carne del 39%. En Canadá el mismo 

estudio arrojó una prevalencia de 37.2%. En México está presente el virus tanto en 

ganado de carne como en ganado de leche; un estudio realizado entre los años 

1980 y 1989 se calculó una seroprevalencia en ganado lechero de 1.22% (Garrido 

Sierra, 1991).  

 

Reportes de leucosis enzoótica bovina a nivel mundial  

 

Distribución por genotipos  

Los estudios de genotipificación e identificación del vLB lo clasifican en diez 

diferentes genotipos. Estos estudios se han basado en el gen env, en particular en 

la proteína de superficie gp51, por entre otras razones ser el objetivo de los 

anticuerpos neutralizantes. En el año 2007, se hizo la asignación de los primeros 

siete genotipos, posteriormente el genotipo ocho fue identificado y aislado en 

Croacia. Fue hasta el año 2016 cuando los genotipos nueve y diez fueron 

identificados en Bolivia, Tailandia y Myanmar (OIE, 2018). 

Se ha identificado que los genotipos 1, 4 y 6 tienen una distribución a nivel 

mundial; dentro de éstos el genotipo 1 es el genotipo con mayor distribución, se 

encuentra en casi todos los continentes (Europa, América, Asia y Australia). El 

genotipo 4 es el segundo con mayor distribución y ha sido detectado 

principalmente en Europa y América (Polat et al. 2017).  

Se cree que el genotipo 6 tuvo su origen en América del Sur y logró ser 

diseminado hacia Asia por el comercio. El genotipo 2 se encuentra en América del 

Sur y en Japón, mientras que el genotipo 8 es específico de Europa. El genotipo 7 
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está distribuido en áreas geográficas dispersas, mientras que los genotipos 10 y 5 

se encuentran en regiones específicas o en aquellas con las que se tiene 

comercio. En Europa se han encontrado que circulan cinco genotipos, 1, 3, 4, 7 y 

8; en la población bovina europea también circulaba el genotipo 4, pero gracias a 

los programas de erradicación ya no se encuentra presente.  

En Norte América han sido detectados los genotipos 1, 3 y 4, en Costa Rica se 

detectó la presencia del genotipo 1 y 5, en Argentina se detectaron los genotipos 

1, 2, 4 y 6, en Brasil los genotipos 1, 2, 5, 6 y 7 y Bolivia 1, 2, 6 y 9 (Polat et al., 

2017). 

En el continente asiático se han encontrado los genotipos 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 10.  

En México Heinecke et al. en 2017 identificaron por medio de un análisis del gen 

env que codifica para la proteína de transmembrana gp30, la circulación del 

genotipo 1 en ganado lechero (Heinecke et al., 2017). 
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JUSTIFICACIÓN 

Hasta el momento en México no existen reportes de los genotipos del Virus de 

Leucosis Enzoótica Bovina que circulan en el ganado de carne, sin embargo, se 

sabe que esta enfermedad provoca pérdidas económicas importantes en la 

industria ganadera. Por lo cual, para mejorar las técnicas de prevención, 

diagnóstico, control y erradicación de este agente, se debe conocer cuáles son los 

genotipos circulantes en el país. 

HIPÓTESIS  

Se encontrarán variaciones genéticas en el virus de la leucemia bovina entre las 

secuencias obtenidas de muestras positivas a nivel nacional, identificando más de 

un genotipo. 

OBJETIVOS  

 

1. Analizar y diseñar oligonucleótidos para amplificar por PCR la región de la 

gp51 en el gen de envoltura del vLB.  

2. Detectar bovinos destinados a la producción de carne positivos al virus de 

Leucemia Bovina y su origen.  

3. Identificar por análisis filogenéticos los genotipos del vLB existentes en 

bovinos de México. 
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MATERIAL Y MÉTODOS  
 

Determinación del número de muestras  
 
Se realizó un primer muestreo en un centro de engorda en el Estado de 

Michoacán (cuadro 1), la frecuencia calculada estimada de la enfermedad fue de 

1.23, con lo cual se aplicó la siguiente fórmula para obtener el tamaño de muestra: 

n= [1-(1-a)1/D] x [N – (D-1) / 2]  

Donde, 

n=Tamaño de la muestra 

a= Nivel de confianza 

D= Número de animales enfermos en la población  

N= Tamaño de la población 

n= (1-(1-0.95)1/4691) x (378611-(4691-1)/2) = 

n= (1-0.999) X (376266)= 

n= (0.001) x (376266) = 376.26 ≈377 + 75 (20% de perdidas) = 452 animales a 

muestrear. 

Las 452 muestras se obtuvieron de 20 estados de la Républica Mexicana (cuadro 

1).  

En total se obtuvieron muestras de ocho Estados del país y del propio centro de 

engorda.  
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Cuadro 1. Estados del país y número de hisopos nasales obtenidos de bovinos destinados a la producción de 
carne para la detección del vLB, periodo de muestreo agosto 2015 a agosto 2016. 

 
 

Estado Número de muestras 

Aguascalientes 4 

Campeche 34 

Chiapas 98 

Colima 4 

Estado de México 4 

Guanajuato 4 

Guerrero 33 

Hidalgo 4 

Jalisco 62 

Michoacán/ Centro de 

engorda 
31 

Morelos 4 

Nayarit 4 

Oaxaca 37 

Puebla 4 

Quintana Roo 4 

San Luis Potosí 4 

Tabasco 61 

TOTAL 453 
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Detección de muestras positivas  

 

PCR tiempo real 

La detección de muestras positivas se realizó a partir de hisopados nasales 

(primer muestreo) utilizando una PCR tiempo real con un kit comercial (FIND-IT, 

BioTecMol,México) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El ensayo 

emplea como blanco de amplificación un segmento de la polimerasa, la cual es 

una región conservada del virus.  

La técnica empleada, PCR tiempo real, es una herramienta sensible y específica; 

ésta se basa en la amplificación de un segmento del genoma viral por PCR y su 

detección específica mediante el uso de una sonda tipo TaqMan, la cual al hibridar 

con el ADN diana es degradada por la Taq polimerasa lo que favorece la emisión 

de fluorescencia. Esta fluorescencia es detectada por el equipo (termociclador) la 

cual es directamente proporcional a la del fluoróforo liberado y la cantidad de ADN 

presente en la reacción.  

Para las muestras sanguíneas (segundo muestreo) se utilizó la técnica de PCR 

punto final para la detección de positivos a partir de oligonucleótidos diseñados en 

este trabajo junto con el apoyo del Laboratorio de Virología Molecular de FES-

Cuautitlán.  

Diseño de oligonucleótidos  

 

Para el diseño de los oligonucléotidos se identificó y analizó la región genética de 

interés. Estudios previos han clasificado al vLB en 10 diferentes genotipos basado 

en el gen env (Polat et al., 2016), este gen codifica para dos proteínas, la gp51 o 

proteína de superficie (SU) y la gp30 o proteína de transmembrana (TM) (De 

Brogniez et al., 2017).  
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Existen publicaciones en donde se utiliza el marco de lectura abierto para la 

proteína gp30 y en otros más la gp51. Es por ello que antes de dirigir el diseño de 

los oligonucleótidos hacia una sola región de este gen, se realizó un análisis para 

encontrar la zona idónea para poder genotipificar las muestras obtenidas. Con 

programas bioinformáticos se hizo el análisis in silico para localizar la región para 

el diseño de los oligonucleótidos, se considerará que sea una región que presente 

posibles sitios antigénicos, que no sea trasmembrana, que considere a los 

épitopos previamente reportados.  

 

Las características de los oligonucleótidos consideradas para el diseño fueron:  

• Que tuvieran una longitud de entre 15 a 30 nucleótidos, que entre ellos la 

diferencia no fuera mayor a  3 nucleótidos. 

• Que la Tm tanto para el oligonucleótido sentido (fw) como para el 

antisentido (rv) no tuvieran una diferencia mayor a 5ºC. 

• Que el porcentaje de G-C fuera entre un 40-60%.  

• Que las G y C estuvieran distribuidas de forma uniforme a lo largo del 

oligonucleótido. 

• Que no formaran estructuras secundarias. 

• Que no fueran complementarios entre sí. 

 

 Estandarización de la PCR  

 

Para la estandarización de la PCR se utilizó inicialmente un plásmido y un juego 

de oligonucleótidos (proporcionados por el laboratorio de virología de la FES-

Cuautitlán) que amplifican la región deseada (cuadro 2). Realizando las pruebas 

pertinentes se observó que era posible realizar combinaciones entre los 

oligonucleótidos diseñados y los proporcionados por el laboratorio de virología.  
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Cuadro 2. Oligonucleótidos proporcionados por el Laboratorio de Virología de la FES-Cuautitlán (Cerón, 

2018). 

 

Secuencia Tm Producto esperado 

Fw – CCAAGGGCTCTGATAAACTC 
58ºC 749pb 

Rv – ATGATGTGACAGAGGGAACC 

 

  

Se realizó un PCR de gradientes con un rango de temperaturas de 57 a 64º C, el 

protocolo fue el siguiente:  

 

• Un ciclo de desnaturalización inicial a 95º C por 15 minutos.  

• Treinta ciclos de: 

1. Desnaturalización a 94º C por 30 segundos.  

2. Alineación a 57-64º C gradientes por 1 minuto.  

3. Extensión a 72º C por 2 minutos.  

4. Extensión final a 72º C por 10 minutos.  

Electroforesis  

La electroforesis para la observación de los productos de PCR se realizó en geles 

de agarosa al 2% teñidos con Red Gel y sometidos a 100 volts durante 50 

minutos. 

En julio del 2018 se realizó una segunda colección de 141 muestras de los 

mismos estados donde se habían detectado animales positivos al vLB (cuadro 3), 

las muestras obtenidas en esta ocasión fueron de sangre completa.  
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Cuadro 3. Relación del número de muestras de sangre completa y su origen para la detección del vLEB, 

periodo de muestreo julio 2018. 

 

Estado Número de muestras 

Campeche 30 

Guerrero 22 

Chiapas 30 

Colima 30 

Centro de engorda (enfermerías) 29 

 

 

Secuenciación 

Los productos de PCR positivos fueron enviados a la Unidad de Biología 

Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM; donde se purificaron y 

secuenciaron utilizando secuenciación SANGER.  

La secuenciación SANGER se basa en la habilidad de la ADN polimerasa de 

incorporar 2’3’ dideoxynucleótidos que no tienen el grupo hidroxilo 3’ el cual es 

esencial para la formación del enlace diéster, por lo que la cadena no puede  

continuar elongándose, es aquí donde entra el cebador o primer que va a 

proporcionar el grupo hidroxilo en el extremo 3’ que necesita la ADN polimerasa 

para comenzar a elongar.  

 

Análisis de las secuencias, filogenias y genotipificación  

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con los programas bioinformáticos: 

MEGA7, MAFFT, GENEIOUS PRIME y SNAPGENE para establecer el genotipo al 

que pertenecen.  
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RESULTADOS 
  

Análisis de la proteína de interés 
 

a. Obtención de la secuencia del virus completo del vLB y del marco de 

lectura abierto (ORF) del gen env.  

 

La secuencia que se utilizó como referencia se obtuvo del GenBank con el 

número de acceso K02120.1, a partir de esta se buscó el marco de lectura 

abierto para el gen env. Esta identificación se hizo por medio de dos 

herramientas, la primera facilitada por el mismo GenBank y por medio de 

una herramienta bioinformática en línea gratuita NebCutter, el genoma de la 

secuencia obtenida es de 8714 nucleótidos, con un porcentaje de GC de 

54% y de AT de 46%. 

 

b. Obtención de la secuencia de aminoácidos  

El programa NebCutter permitió obtener la secuencia de aminoácidos 

codificados por el gen env, la cual consta de 515 aminoácidos (aa). De 

acuerdo a Brogniez et al, (2016) la proteína de superficie gp51 presenta en 

los aminoácidos 104-123 y del 218 al 237 sitios de unión a zinc y en la 

región que codifica para la proteína de transmembrana presenta en los 

aminoácidos del 1-33 el péptido de fusión y un péptido de inmunosupresión 

de la proteína transmembrana. Con la secuencia de aminoácidos se 

identificaron las regiones mencionadas por Brogniez et al., (2016), 

identificando estas secuencias se comprueba que: en primer lugar, el gen 

seleccionado corresponde al gen env del vLB (Figura 6). Para identificar 

que las dos regiones que comprenden este gen, es decir la región de 

superficie y una región transmembranal, se utilizó el programa TMHMM en 

su versión en línea para la identificación de los sitios de transmembrana en 
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una proteína. En dicho programa se ingresaron por separado las 

secuencias de aminoácidos de la proteína gp51 (SU) y la gp30 (TM).  

 

 
Figura 6. Secuencia de aa de las proteínas codificadas por el gen env del vLEB: gp51 (SU) y gp30 (TM). 

  

Se realizó un análisis de identificación de sitios de transmembrana para la proteína 

gp30, la cual está clasificada dentro de la estructura del virus como una proteína 

de transmembrana, con este análisis se pudo comprobar que en efecto se trata de 

una proteína transmembranal, ya que el número de aminoácidos en la 

transmembrana es de 45.20, cuando este valor es mayor a 18 la probabilidad de 

que se trate de una proteína de transmembrana es muy elevado, la posibilidad que 

el lado N-terminal este del lado citoplasmático es muy baja de tan sólo 0.3149, en 

la gráfica se observa como existen dos regiones principales que se encuentran de 

forma transmembranal (Figura 7), estos resultados corroboran lo reportado en 
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diferentes artículos donde se considera a la gp30 como una proteína de 

transmembrana.  

 
Figura 7. Gráfica y cuadro mostrando los resultados que corroboran que la proteína gp30 del vLB es una 

proteína de transmembrana. 

 

En los resultados obtenidos para gp51 se muestra que tiene una longitud de 270 

aa y señala que es posible que esta proteína tenga tan solo un sitio 

transmembrana al inicio, los cuales coinciden con el sitio de unión a zinc reportado 

(Figura 8).  
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Figura 8. Gráfica con resultado del análisis de la proteína gp51 del vLB. 

 

Con el uso de herramientas bioinformáticas se realizó un análisis para encontrar 

posibles sitios antigénicos de la proteína gp51, cabe señalar que dicho análisis 

utiliza predicciones para epítopos de origen humano y el porcentaje de confianza 

es de tan solo 75%. 

 

El resultado que  mostró el programa fue que en la secuencia del vLB para gp51 

existen 11 sitios antigénicos (Cuadro 4).  
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Cuadro 2. Localización de sitios antigénicos lineales para la gp51 del vLB. 

 

 

Mientras que en el mismo análisis para la gp30 mostró que esta proteína presentó 

7 posibles sitios antigénicos los cuales se muestran en el cuadro 5. 

 

Cuadro 3. Probables sitios antigénicos lineales de gp30 del 

vLB.

 

 

Además de los potenciales sitios antigénicos un punto clave para poder hacer la 

elección adecuada de la región genética relacionada con la proteína de interés 
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para realizar el diseño de oligonucleótidos y su posterior genotipificación, es la 

predicción de sitos de N-glicosilación en las dos proteínas de interés.  

El análisis realizado para la gp51 indicó que la proteína sí es glicosilada y que 

presenta seis posibles sitios de N-glicosilación, sin embargo, sólo cuatro lograron 

atravesar el punto de corte (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Gráfica de posibles sitios de N-glicosilación para gp51 del vLB. 

  

Después del análisis realizado al gen env de vLB se decidió realizar el diseño de 

los oligonucleótidos para la proteína gp51.  

Este mismo análisis se realizó para las secuencias obtenidas y se comparó con 

los genotipos reportados. 
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Estandarización del PCR con los oligonucleótidos diseñados en 

DMZC y en el Laboratorio de Virología  de la FES-C. 

 

Los oligonucleótidos diseñados para la amplificación por PCR abarcan toda la 

proteína gp51. El tamaño del amplicón esperado es de o 831 pares de bases (bp). 

 

Cuadro 4. .Diseño de oligonucleótidos para amplificar un fragmento de la gp51 del vLB. Los valores de TM 

fueron calculados en el sitio IDT.  Ubicación de los oligonucleótidos dentro del gen de env 

 

 

 

 Forward 1 Reverse 1 

Secuencia 
5'- TGCCTAAAGAACGACGGTCC -

3' 

5'- AGGCGTTGCCTTGAGAAA CA 

-3' 

Longitud 20 20 

% de CG 55% 50% 

TM 57.2 ºC 57.5 ºC 
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Los oligonucleótidos diseñados tanto el forward como el reverse a pesar de formar 

estructuras tipo horquilla (hairpin), los enlaces se rompen a temperaturas menores 

que la temperatura de alineación del oligo (Cuadro 6). En este caso los 

oligonucleótidos no son complementarios entre sí, ni forman estructuras de 

heterodímeros, además se realizó una búsqueda de similitudes en BLASTn para 

verificar que en efecto reconocían y se alinean a las secuencias que codifican la 

gp51 del virus de leucemia bovina. 

 

Para la estandarización se utilizó como muestra positiva, una obtenida a partir de 

un hisopo nasal del primer muestreo proveniente del Estado de Chiapas con un 

CT en PCR tiempo real de 16.7 copias por reacción. Se realizó con los 

oligonucleótidos diseñados para amplificar toda la región genética que codifica la 

gp51 del vLB obteniendo lo siguiente:  

 

 

Figura 10. Electroforesis con gel de agarosa al 2%, teñido con Red Gel, se observan bandas en las 

temperaturas 57.4º C y 57.7º C con un tamaño de entre 650 y 850bp. El tamaño del amplicón esperado fue de 

831bp. 

 

Las muestras de ADN obtenidas de hisopos nasales fueron amplificadas por PCR  

a temperatura de hibridación de 57.4º C y 57.7º C y no se logró obtener la banda 
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específica esperada. Se realizó la cuantificación de ADN en el Departamento de 

Genética y Bioestadística de la FMVZ con el equipo EPOCH. Los resultados 

obtenidos se muestran en el siguiente cuadro: 

 

 

Cuadro 5. Cuantificación de las extracciones de ADN de los hisopos positivos por PCR en tiempo real  al vLB 

 

Consecutivo Número de muestra Estado *µg/ml 

1 93 Campeche 14.157/23.82 

2 101 Colima 63.459/73.458 

3 113 Colima 11.979/30.096 

4 345 Chiapas 10.032/14.322 

5 349 Chiapas 20.427 

6 391 Chiapas 8.943/10.296/98.01 

7 401 Chiapas 228.558 

8 413 Chiapas 7.326/58.872 

9 437 Chiapas 20.097 

10 473 Chiapas 35.937 

11 477 Chiapas 15.093 

12 489 Chiapas 15.51 

13 777 Guerrero 23.793/45.078 

14 821 Engorda 14.124 

15 827 Engorda 14.982 

16 833 Engorda 13.068 

17 862 Engorda 11.781 

18 864 Engorda 18.77 

19 866 Engorda 19.503 

20 872 Engorda 22.473 

21 884 Tabasco 13.53 

22 888 Tabasco 9.47/22.08 

23 927 Engorda 9.174/14.817 

24 945 Engorda 25.047 

25 975 Engorda 19.008 

26 1252 Guerrero 77.385 

27 1309 Guerrero 49.104 

28 1255 Engorda 12.211 
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Debido a la baja concentración de ADN no se pudo repetir y obtener la banda con 

la muestra que previamente había resultado positiva. Para asegurar que los 

oligonucleótidos diseñados en realidad se unían de forma específica, se utilizó un 

control positivo previamente reportado por Heinecke (2017) utilizado y clonado por 

Cerón (2018).   

El primer forward (Fw) de los oligonucleótidos previamente diseñados sería capaz 

de hibridar y amplificar el fragmento del plásmido, por lo cual se probaron 

diferentes combinaciones, que a continuación, se describen: 
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1. Plásmido + Oligonucleótidos FES-C 

2. Plásmido + Fw + Rv FES-C 

3. Plásmido + Oligonucleótidos FES-C 

4. Plásmido + Fw + Rv FES-C 

5. Control Negativo (mix) 

 

 

Figura 11. Electroforesis con gel de agarosa 2%, teñido con Red Gel, se observan bandas del tamaño 

esperado en los carriles “Oligos FES-C y Plásmido” y en el carril “Oligos Fw y Rv FES-C. Los números 

superiores representan las siguientes combinaciones: 1. Plásmido + Oligos FES-C, 2. Plásmido + Fw + Rv- 

FES-C, 3. Plásmido + Oligos FES-C, 4. Plásmido + Fw + Rv FES-C, 5 y 6. Control Negativo (mix). La línea 

horizontal indica 500pb. 

 
Muestras positivas 

 

Primer muestreo  

 
De las 451 muestras de hisopo nasal obtenidas en el primer muestreo (agosto 

2015 a agosto 2016) por medio de PCR tiempo real se obtuvieron 28 muestras 

positivas a vLB de los siguientes Estados. 
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Cuadro 6. Estados del país, número de muestras totales y positivas para el vLEB por PCR tiempo real de 
hisopado nasal, periodo de muestreo agosto 2015 a agosto 2016. 

 

Estado Número de muestras 
Número de muestras 

positivas 

Aguascalientes 4 0 

Campeche 34 1 

Chiapas 98 9 

Colima 4 2 

Estado de México 4 0 

Guanajuato 4 0 

Guerrero 33 3 

Hidalgo 4 0 

Jalisco 62 0 

Michoacán/ Centro de 

engorda 
31 11 

Morelos 4 0 

Nayarit 4 0 

Oaxaca 37 0 

Puebla 4 0 

Quintana Roo 4 0 

San Luis Potosí 4 0 

Tabasco 61 2 

Veracruz 49 0 

Total 453 28 
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Segundo muestreo  

 

Se obtuvieron más muestras de los Estados (Chiapas, Guerrero, Colima y 

Campeche) que resultaron previamente positivos por PCR en tiempo real  y del 

propio centro de engorda de animales que presentaban alguna signología 

compatible con leucosis enzoótica bovina. En total se obtuvieron 141 muestras de 

sangre en tubos con EDTA (Cuadro 9). Las cuales fueron procesadas por medio 

de PCR punto final.  

 

Cuadro 9. Relación del número de muestras obtenidas por Estado para la detección por PCR del vLB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se realizó la extracción de ADN a partir de la sangre completa. La extracción se 

realizó por medio de un kit comercial QIAMP cador Pathogen Mini Kit. La PCR 

punto final fue realizada con la combinación de oligonucleótidos estandarizados 

previamente.  

 

Se obtuvieron dos muestras positivas con un amplicón de 749pb  provenientes del 

Estado de Colima (Figura 12).  

 

Estado Número de muestras 

Campeche 30 

Guerrero 22 

Chiapas 30 

Colima 30 

Centro de engorda (enfermerías) 29 
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 2% teñido con Gel Red, se observa la muestra 97 y 102 con una 

banda de amplificación, la línea horizontal negra representa 500pb, el número superior en cada carril 

corresponde al número consecutivo de la muestra. 

 

 

Una vez obtenidas las muestras positivas se realizó una nueva PCR con las 

diferentes combinaciones de oligonucleótidos: en una reacción se utilizó el primer 

Fw diseño propio + Rv FESC y en otra reacción se utilizaron los oligonucleótidos 

Fw y Rev FESC.  

 

En total se pudieron obtener tres secuencias de forma bidireccional identificadas 

como: 

1. México/Colima/FMVZUNAM/01/2018 

2. México/Colima/FMVZUNAM/02/2018  

3. México/Colima/FMVZUNAM/03/2018  

 

Los productos de PCR 1 y 2 se obtuvieron utilizando la combinación de los 

oligonucleótidos y la muestra tres se obtuvo utilizando los oligonucleótidos de 

FESC.  
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Secuenciación 

Las muestras positivas se enviaron a la Unidad de Biología Molecular del Instituto 

de Fisiología Celular de la UNAM; donde se purificaron y secuenciaron utilizando 

secuenciación tipo SANGER.  

Para la muestra uno se obtuvieron 560 bases, para la muestra dos 560 y para la 

muestra tres 715 bases (Figura 13).  

 

Figura 13. Ejemplo de la secuenciación nucleotídica de una muestra y el cromatograma obtenido por medio 

de la secuenciación por Sanger. 
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Identidad  

La comparación de identidad de las secuencias obtenidas se realizó utilizando el 

programa BLASTn del NCBI. Se obtuvieron resultados de una identidad de 99% 

con respecto a las secuencias nucleotídicas reportadas de la proteína de envoltura 

del virus de leucemia bovina en el GenBank y un E value de 0.0 (Figura 14).  

 

Figura 14. BLAST de nucleótidos obtenido para la secuencia México/Colima/FMVZUNAM/01/2018, se 

observa un valor de identidad del 99% y un E value de cero, así como todos los resultados arrojados por el 

análisis se asociaron al gen de la glicoproteína de envoltura del vLB. 

Para dar más certeza de este análisis se realizó la deducción de las secuencias 

nucleotídicas a aminoácidos y se realizó un BLAST (blastp) en donde se obtuvo un 

porcentaje de identidad del 98 al 100% y un E value de 1e-130, este valor varía 

debido al tamaño de la secuencia (Figura 15); dentro de este mismo análisis se 

detectaron dominios conservados que corresponden a la superfamilia de 

poliproteínas env.  
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Figura 15. Blastp (proteína a proteína) de la secuencia deducida de México/Colima/FMVZUNAM/01/2018, se 

observa un porcentaje de identidad del 99 al 100% y un E value variable. 

Pero tanto en aminoácidos como en nucleótidos las secuencias obtenidas tuvieron 

una similitud con secuencias del gen de env de virus de leucemia bovina 

reportados previamente. 

Filogenias  

 

Polat Meripet et al., en el 2017 y Pluta Aneta et al., en el 2018, publicaron dos 

artículos en donde utilizan secuencias del gen de envoltura de los diez genotipos 

existentes del virus de leucemia bovina de diferentes partes del mundo, estas 

fueron la referencia para la predicción y construcción del árbol filogenético para 

determinar el genotipo de las secuencias obtenidas.  
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El análisis se realizó utilizando el programa MAFFT versión 7 (Multiple aligmnent 

program for aminoacid or nucleotide sequences) en su versión en línea; el árbol 

filogenético fue construido con el algoritmo Neighbor Joining con valores de 

bootstrap de 1000 repeticiones empleando como modelo de sustitución Jukes-

Canto y editado en el programa MEGA7 (Figura 16). 
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Figura 16. Árbol filogenético construido con neighbor joining utilizando secuencias parciales del gen env del 

BLV identificadas en todo el mundo. Las secuencias representan a los diez diferentes genotipos hasta ahora 

descritos. Las secuencias están identificadas con su número de acceso y país de origen. Los genotipos se 

indican mediante números a la derecha de la figura. Se realizaron mil repeticiones para calcular los valores de 

bootstrap. Las secuencias obtenidas están identificadas con un círculo de color negro en el genotipo 1 y 5. 

 

 

En la filogenia  se observó que las secuencia México/Colima/FMVZUNAM/02/2018 

y México/Colima/FMVZUNAM/03/2018 se agrupan en el clado del genotipo 5, 

dentro de ese genotipo únicamente se habían reportado secuencias de Costa 

Rica, siendo la primera vez que se reporta la presencia de este genotipo en 

nuestro país.  

La secuencia México/Colima/FMVZUNAM/01/2018, se agrupó en el clado del 

genotipo 1, el cual tiene una distribución mundial, se agrupó con secuencias de 

Tailandia y Japón reportadas en el año 2013 y 2007 respectivamente. Las 

secuencias utilizadas de la base de datos van desde el año 2000 al 2017.  
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Evaluación de secuencias obtenidas  

 

Adicionalmente a las tres secuencias obtenidas en este trabajo se evaluaron los 

posibles sitios de glicosilación, así como los posibles determinantes antigénicos y 

se compararon con los reportados en la literatura previamente. Los resultados se 

enlistan a continuación:  

México/Colima/FMVZUNAM/01/2018 

Para el caso de esta secuencia que en el árbol filogenético se agrupó en el 

genotipo 1 se encontró un posible sitio de glicosilación en el aminoácido 117, el 

cual coincide con un posible sitio encontrado en el análisis previo de la proteína 

para el diseño de los oligonucleótidos (Figura 17).  

En la predicción de posibles sitios antigénicos se encontraron siete posibles sitios; 

dentro de estos dos coinciden con dos epítopos previamente reportados, epítopo 

para CD4 el cual se encuentra entre los aminoácidos 61-70 y para CD8 que se 

encuentra del aminoácido 131-140 (Figura 18).  
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Figura 17. Predicción de sitios de N-glicosilación en la secuencia México/Colima/FMVZUNAM/01/2018, se 

observa un posible sitio de glicosilación en la posición 117. 
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Figura 18. Predicción de posibles sitios antigénicos de la secuencia México/Colima/FMVZUNAM/01/2018, el 
posible determinante antigénico número cuatro corresponde a un epítopo para CD4 (aa 61-70) reportado 
anteriormente, el número 6 corresponde a uno reportado para CD8 (aa 131 a 140). 

 

 

1. México/Colima/FMVZUNAM/02/2018  

La secuencia México/Colima/FMVZUNAM/02/2018, la cual se agrupó en el clado 

del genotipo 5, con 560 bases obtenidas. Se encontró un sitio de glicosilación en 

el aminoácido 117, y ocho posibles epítopos, coincidiendo al identificado como 

número siete el cual va del aminoácido 121 al 144 dentro de esta región se 

encuentra el reportado para CD8 que comprende de los aminoácidos 131-140 

(Figura 20 y 21).  
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Figura 19. Predicción de sitios de N-glicosilación en la secuencia México/Colima/FMVZUNAM/02/2018, se 

observa un posible sitio de glicosilación en la posición 117. 
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Figura 20. Predicción de posibles sitios antigénicos de la secuencia México/Colima/FMVZUNAM/02/2018, el 

posible determinante antigénico número siete corresponde a uno reportado para CD8 (131-140). 

 

2. México/Colima/FMVZUNAM/03/2018  

Para la secuencia México/Colima/FMVZUNAM/03/2018 agrupada en el clado 

cinco, se obtuvieron los siguientes resultados: la predicción de sitios antigénicos 

se obtuvo un posible sitio de glicosilación en el aminoácido 114 (figura 21). En la 

predicción de los determinantes antigénicos se obtuvieron en total siete 

posibilidades de las cuales el número cuatro y seis corresponden a los epítopos 

para CD4 y CD8 respectivamente (Figura 22). 
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Figura 21. Predicción de sitios de N-glicosilación en la secuencia México/Colima/FMVZUNAM/03/2018, se 

observa un posible sitio de glicosilación en la posición 114. 
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Figura 22. Predicción de posibles sitios antigénicos de la secuencia México/Colima/FMVZUNAM/03/2018, el 

sitio cuatro y seis coinciden con los epítopos para CD4 y CD8 respectivamente. 

 

Adicionalmente se realizó una matriz de identidad para conocer el porcentaje de 

similitud entre las secuencias obtenidas en este trabajo. Entre las secuencias 

México/Colima/FMVZUNAM/01/2018 y México/Colima/FMVZUNAM/02/2018 se 

obtuvo un porcentaje de similitud del 94.643% similar al obtenido entre las 

secuencias México/Colima/FMVZUNAM/01/2018 y 

México/Colima/FMVZUNAM/03/2018 que presentaron un valor de 94.084%; el 

valor entre estas secuencias es el esperado debido a que pertenece a un genotipo 

diferente. El porcentaje de identidad obtenido entre las secuencias que se 

enraizaron al mismo clado fue de 98.087%.  
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DISCUSIÓN  
 

Desde la identificación y las primeras aproximaciones que se han realizado para la 

genotipificación del virus de leucemia bovina se han empleado diversas 

herramientas moleculares como PCR-RFLP en donde en una primera clasificación 

se nombraron siete genotipos de la A-G, posteriormente se realizó secuenciación 

y se pudieron obtener genotipos del 1-8 estos utilizando la glicoproteína gp51 para 

su clasificación y siendo la referencia para la genotipificación de nuevas 

secuencias, esto por ser el objetivo de anticuerpos neutralizantes y ser 

indispensable para la entrada del virus a la célula huésped (Polat et al., 2017).  

Gracias a estas aproximaciones se pudo conocer que existen genotipos con 

distribución mundial, como el genotipo 1, y genotipos de ubicación geográfica 

endémica como el genotipo 9 y 10 que únicamente han sido descritos en Bolivia y 

Tailandia respectivamente (Polat et al., 2016).  

En México Heinecke (2017) y Cerón (2018) obtuvieron secuencias y lograron 

genotipificar  e identificar la presencia del genotipo 1 y 3  en ganado destinado a la 

producción de leche. Sin embargo, aún permanecía la incógnita de lo que sucedía 

en ganado de carne  en nuestro país. En Colombia un estudio realizado en 2013 

por medio de una ELISA indirecta reportó una seroprevalenia en ganado de carne 

del 15% y en un estudio de correlación no encontró diferencia estadística 

significativa  de prevalencia asociadas a las variables de raza o edad (Hernández-

Herrera et al. 2011) además de generar pérdidas económicas  por reducción en la 

producción y ser un limitante para  la exportación (Gutiérrez et al., 2014).  

En el presente trabajo las muestras de hisopo nasal fueron trabajadas por medio 

de la técnica de PCR tiempo real y se obtuvieron 28 muestras positivas. El resto 

de las muestras es decir las 141 correspondían a muestras de sangre completa 

las cuales para su diagnóstico fueron trabajadas con PCR punto final de las cuales 

dos fueron positivas.  



 
 

48 

La diferencia del porcentaje de muestras positivas de uno a otro muestreo quizá 

se deba a la técnica diagnóstica empleada ya que el PCR tiempo real es una 

técnica con mayor sensibilidad, es decir, posee la capacidad de detectar a  una 

muestra positiva con menor concentración o presencia de material genético; en 

cambio, la PCR punto final es una técnica diagnóstica un poco menos sensible 

que la PCR tiempo real ya que para que una banda sea visible en el gel de 

agarosa y posteriormente en el transiluminador es necesaria una mayor 

concentración de material genético. Sin embargo, pese a que se utilizaron dos 

técnicas de diagnóstico diferentes el objetivo siempre fue la detección de la fase 

proviral del virus.  

Hopkins en 1997 señala que las muestras de sangre, calostro y leche van a tener 

un conteo mayor de linfocitos en comparación con muestras de semen, saliva, 

secreciones nasales orina y heces a menos que el animal curse con otra infección 

(Hopkins and DiGiacomo, 1997) por lo que el tipo de muestra obtenida en este 

estudio no se considera la ideal para la detección de este agente viral. Diversos 

autores señalan que la muestra ideal para la identificación de vLB son los 

leucocitos de sangre periférica o sangre completa esto por el tropismo viral (Lee, 

2016). 

Estudios moleculares indican que el virus de leucemia bovina presenta una alta 

diversidad genética a pesar de tener una tasa de mutación para el gen env de 

0.009%, la cual es considerada baja (Polat, et al 2016, Willems, et al 1993).  

En el presente estudio en total se obtuvieron tres secuencias  las cuales se 

agrupan dos de ellas en el genotipo 5 y una en el genotipo 1. La presencia del 

genotipo 1 ya había sido reportada en nuestro país en ganado lechero y es uno de 

los genotipos más estudiados ya que tiene presencia a nivel mundial. Sin 

embargo, el genotipo 5 solo se había descrito en Costa Rica y en 2017 en Brasil  

se detectaron dos secuencias pertenecientes a este genotipo por PCR anidado y 

para su genotipificación realizaron un análisis tipo neighbor joining (Gregory et al., 

2017), el cual fue el mismo análisis realizado en este estudio. Siendo la primera 

vez que se reporta la circulación del genotipo 5 en nuestro país.  El porcentaje de 
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similitud entre las secuencias enraizadas en el clado del genotipo 5 fue de 98.07% 

y entre las secuencias del genotipo 1 y 5 el porcentaje fue de 94.643%. Estos 

valores no coinciden con los obtenidos por Heinecke et al., (2017) quienes en un 

estudio dirigido hacia la porción transmembranal del gen env (gp30), reportan una 

alta similitud del 98.9%-99.7% entre las secuencias del genotipo 1 y 5. Las 

secuencias previamente reportadas como genotipo 5 se agruparon en el árbol 

filogenético en el clado del genotipo 1, reportando una distancia genética entre 

estos clados del 0.7%. Sin embargo, Lee en 2016 en un estudio dirigido a la 

proteína de superficie del gen (gp51) reporta una distancia genética entre genotipo 

1 y 5 del 4.09% (Lee et al., 2016), así como estudio realizado en Moldova en el 

cual se hace la secuenciación de la glicoproteína gp51 de la envoltura se 

encuentra una variabilidad de entre el 0-2.9% entre las secuencias del mismo 

genotipo (Pluta et al., 2017) ambos resultados coinciden  con los resultados 

obtenidos. Adicionalmente, Polat en 2016 construyó árboles filogenéticos 

utilizando secuencias parciales del gen env y secuencias del genoma completo de 

vLB, obteniendo en la filogenia de secuencias parciales los diez genotipos 

reportados y en él de genoma completo únicamente se agruparon los genotipos 

1,2, 4, 6, 9 y 10 (Polat et al., 2016). La diferencia de los valores y clasificación 

obtenidos en estos estudios remarca la importancia de la elección del gen de 

interés para el momento de realizar estudios de genotipificación de este virus ya 

que no es algo que este homologado.  

 

Las pruebas de diagnóstico son fundamentales para la detección, control y 

erradicación de la infección, por tal motivo este estudio aporta una invaluable 

herramienta de diagnóstico en México, así como la detección de dos variantes 

virales detectadas en ganado de carne por secuenciación. Las prácticas comunes 

de manejo en el ganado generan la transmisión de forma horizontal dentro de los 

cuales está el tatuaje y aretado, los cuales son un manejo común en ganado de 

carne; la sangre puede contaminar la aretadora y como a muchos animales se les 

realiza ese procedimiento al mismo tiempo la transmisión de vLB puede existir. Un 
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estudio realizado de forma experimental en ovejas, quienes son susceptibles a la 

infección y desarrollo de enfermedad la cual la presentan de una forma más rápida 

y aguda, fueron tatuadas después de hacerlo con ganado infectado con el vLB y 

en 21 de 24 ovejas tatuadas presentaron seroconversión (Lassauzet et al., 1990). 

Otro manejo utilizado es la palpación rectal en la cual al igual que en el caso 

anterior es usual que el examinador evalúe a diferentes animales sin cambiar de 

guantes de palpación, estas circunstancias pueden favorecer la transmisión del 

por medio de pequeñas cantidades de sangre presente en la mucosa rectal de 

animales infectados a otros si el examinador no lava o cambia los guantes, en 

México esta práctica es común en los hatos lecheros para detectar la preñez por 

medio de palpación rectal a los 40 ó 45 días posteriores al último servicio, ya sea 

por inseminación artificial o por monta natural, si  es que no hay repetición de celo 

y se tiene que realizar una confirmación entre los 60 y 70 días posteriores (Robles 

Camargo, 2011). En Holanda un estudio demostró que animales sanos expuestos 

al virus de leucemia bovina por un guante infectado con 30 mL de sangre de un 

animal positivo, los resultados fueron que seis animales presentaron la infección 

(Wentink et al., 1993). 

Por lo que un análisis cuidadoso de los diferentes procedimientos y manejos, así 

como las condiciones medio ambientales del ganado es una ventana de 

oportunidad para desarrollar programas efectivos para la prevención y control de 

esta infección. De esta forma se llegó a la erradicación de esta enfermedad en 

Finlandia, donde tardaron mas de treinta años en erradicarla a través de 

programas de manejo, diagnóstico oportuno y colaboración entre gobierno y 

ganaderos (Nuotio et al., 2003). En México el control de la leucosis enzoótica 

bovina es muy poco probable debido a que esta enfermedad no se encuentra en 

campaña, al conocer las formas más frecuentes de transmisión se podría 

implementar un plan de manejo y mejora dentro del centro de engorda para 

disminuir la incidencia y pérdidas económicas generadas por esta y otras 

enfermedades virales. Sin dejar de lado un diagnóstico oportuno, el cual para la 

OIE la técnica de diagnóstico de referencia es la inmunodifusión en gel agar, la 
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cual tiene algunas desventajas como la de no poder utilizarse en animales de 

menos de seis meses de edad porque la prueba no es capaz de diferenciar entre 

los anticuerpos maternos y anticuerpos generados por una infección activa. Otra 

técnica empleada es la técnica de ELISA la cual no se recomienda utilizarla en 

animales en una etapa temprana de infección, por que los anticuerpos no son 

detectados y pueden generar resultado falsos positivos, es por eso que hoy en día 

la técnica que se emplea es la técnica de reacción de la cadena de la polimerasa 

(PCR) la cual ha demostrado ser una técnica eficaz para la detección del vLB, ya 

que el control y posible erradicación de esta enfermedad radica en el diagnóstico y 

sacrificio de animales positivos, esta herramienta que utilizamos en el presente 

trabajo puede ser una opción para la detección del vLB en la República Mexicana. 
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CONCLUSIONES 

 
A partir de muestras de ganado de carne de la República Mexicana por medio de 

la técnica PCR punto final y secuenciación SANGER se obtuvieron del estado de 

Colima tres secuencias nucleotídicas del virus de leucemia bovina  

 

A través del análisis filogenético las secuencias obtenidas se agruparon con 

secuencias del genotipo 1 y 5 del vLB, este último nunca antes reportado en 

nuestro país.  

 

Las secuencias obtenidas en este trabajo son las primeras secuencias parciales 

derivadas de la glicoproteína de envoltura del virus de leucemia bovina obtenidas 

de ganado destinado a la producción de carne.  
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