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RESUMEN
En este trabajo se compara la sensibilidad y especificidad de las
metodologías de inmuno-difusión en gel agar (IDGA), ensayo
por inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA) y reacción en
cadena de la polimerasa (PCR) tradicional en el diagnóstico de
Leucosis Enzoótica Bovina (LEB), en 65 vacas Holando. Ade-
más, se reporta el porcentaje de animales positivos que presen-
tan linfocitosis y cambios en la fórmula leucocitaria y que per-
tenecen a dos tambos de los cuales sólo uno presenta registros
sanitarios diarios. Los cálculos de sensibilidad y especificidad
se realizaron considerando al ELISA y a la PCR como métodos
de referencia. En el primer caso, los resultados son: 72 % y
100 % para IDGA, 94 % y 77 % para PCR. Por otra parte, al
tomar PCR como método de referencia, el resultado fue: 45 % y
100 % para IDGA, 61 % y 97 % para ELISA, respectivamente.
El análisis comparativo de los métodos mostró que la PCR pre-
sentó mayor sensibilidad, seguido por el ELISA y la IDGA. Al
evaluar la linfocitosis se demostró que el promedio de linfocitos
aumentó significativamente en los animales infectados con el
virus de la leucosis bovina (VLB), no pudiendo descartarse que
la presencia de enfermedades concurrentes también afecte de
forma relevante el número total de leucocitos.

Palabras clave: Leucosis Enzoótica Bovina, IDGA, ELISA, PCR,
 linfocitosis.

SUMMARY
Sensitivity and specificity of agar gel immunodiffusion (AGID)
test, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
traditional polymerase chain reaction (PCR) for the diagnosis
of Enzootic Bovine Leukosis (EBL) were studied in 65 Holstein
cows. Besides, we report the percentage of positive animals
that present lymphocytosis and changes in the leukocyte formula
in two farms, from which only one of them has sanitary records.
For the analysis of sensitivity and specificity, ELISA and PCR
were considered as the reference methods. In the first case results
were: 72 % and 100 % for AGID and 94 % and 77 % for PCR,
respectively. When PCR was used as the reference method the
results were: 45 % and 100 % for AGID and 61 % and 97 % for
ELISA, respectively. The comparative analysis of these methods
showed that PCR is more sensitive, followed by ELISA and
AGID. Average lymphocytes counts are significantly increased
in animals infected with the Bovine   Leucosis Virus (BLV), but
the total number of lymphocytes is also affected by concurrent
diseases.

Key words: Enzootic Bovine Leukosis, AGID, ELISA, PCR,
       lymphocytosis

INTRODUCCIÓN
La Leucosis Enzoótica Bovina (LEB) es
una enfermedad infecciosa, crónica, pro-
ducida por un retrovirus denominado Vi-
rus de la Leucosis Bovina (VLB) que in-
fecta preferencialmente a los linfocitos
B, causando una transformación maligna
que puede concluir en una leucemia cró-
nica o en la aparición de linfosarcoma
(Ferrer, 1980). Afecta a los bovinos en
general, pero las producciones intensivas
como los tambos son las más afectadas
(de la Sota, 2004). La LEB tiene un im-
pacto significativo en la producción , des-
de el punto de vista sanitario y económi-

co, debido a la mortalidad causada direc-
tamente por la patología tumoral, por la
alteración directa del del sistema inmune
del ganado infectado (que produce el au-
mento concomitante de otras enfermeda-
des infecciosas) y por las restricciones
que son impuestas a la exportación de
ganado en pie, semen y/o embriones in-
fectados (Trainin y col., 2005). Asimis-
mo, pueden detectarse rastros de linfoci-
tos infectados con VLB (ADN proviral)
en productos cárnicos y lácteos presen-
tes en el mercado (Felmer y col., 2006),
por lo que las restricciones podrían po-
tencialmente extenderse también a la ex-
portación de estos productos.

  Artículo original - Arbitrado

En un trabajo realizado en 1996 en el
Noreste del Uruguay, donde se muestrea-
ron 30 predios y se analizaron 400 ani-
males por la técnica de ELISA, la preva-
lencia de LEB fue de 20 %, presentando
el 77 % de los predios, algún caso positi-
vo al virus (Mederos e Irigoyen, 1998).
En un plan piloto de monitoreo de salud
animal realizado en 1998 por la Facultad
de Veterinaria se determinó un 46,6 % de
seroprevalencia en 53 establecimientos
muestrados en el departamento de Flori-
da (Gil, A) (1998)5. En el año 2003, la
seroprevalencia por ELISA en 60 esta-
blecimientos de los departamentos de San
José, Florida y Colonia fue de 77 %,
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72 % y 57 %, respectivamente (Zaffaro-
ni y col., 2007). Se sugirió que la falta de
programas de control de esta enfermedad,
así como la exigencia de libre de Leucosis
Bovina para la exportación animal, llevó
a un aumento de su prevalencia en nues-
tro país (Acta 84, Comisión Nacional Ho-
noraria de Salud Animal, CONAHSA,
2005)6.
La transmisión del VLB puede ser hori-
zontal o vertical. La transmisión horizon-
tal es considerada la más importante y
generalmente ocurre por malas prácticas
iatrogénicas, por contacto con sangre,
mucosas, remanentes de tejidos infecta-
dos y por insectos hematófagos
(Mammerickx y col., 1987; de la Sota,
2004). La transmisión vertical ocurre has-
ta en un 15 % de los casos y tiene lugar
cuando un animal infectado lo transmite
a la progenie por vía transplacentaria o
vía digestiva a través del calostro
(Martín y col., 2000).
En los bovinos pueden distinguirse tres
fases luego de la infección con VLB: a)
una fase inaparente, caracterizada por la
integración del ADN proviral al genoma
de los linfocitos infectados y por la pro-
ducción de anticuerpos (Ac) específicos
contra antígenos virales, principalmente
contra la glicoproteína (gp) 51 de la en-
voltura viral (Portetelle y col., 1989); b)
Linfocitosis Persistente (LP), desarrolla-
da por un 30 al 70 % de los animales
infectados con edades entre 3 y 6 años,
que desde el punto de vista clínico de-
muestran estar sanos (Beier, 2008); c) en-
fermedad tumoral propiamente dicha (leu-
cemia / linfoma / linfosarcoma), presente
en un 0,1 al 10 % de los animales infecta-
dos y que es la forma irremediablemente
mortal (Ferrer, 1980; Burny y col., 1988).
Los animales que presentan linfoma pue-
den ser detectados mediante diagnóstico
clínico, pero aquellos infectados asinto-
máticos y/o con LP requieren de pruebas
de laboratorio para detectar la infección
por el VLB. La detección serológica de
Ac principalmente contra la gp51 de la
envoltura viral,, mediante las técnicas de
inmunodifusión en gel agar (IDGA) o por
el ensayo por inmunoabsorción ligado a
enzima (ELISA)  constituyen los méto-
dos más comúnmente usados para la iden-
tificación de animales infectados (Mar-
tín y col., 2000; González y col., 2001).

Estas técnicas son reconocidas por la Or-
ganización Internacional de Epizootias
(OIE) (Beier, 2008) y aceptadas por la
mayoría de las autoridades gubernamen-
tales, incluido nuestro país, como prue-
bas oficiales para el diagnóstico del VLB.
Por otra parte, se ha descrito el uso de la
reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
como método diagnóstico directo, que
detecta secuencias del gen env codifican-
te de la  gp51 del VLB (Ballagi-Pordany
y col., 1992; Felmer y col., 2006). Esta
metodología también es aceptada actual-
mente por la OIE como prueba de diag-
nóstico del VLB, aunque como prueba
confirmatoria de las pruebas serológicas
mencionadas (Beier, 2008).
Para el control de esta enfermedad es muy
importante la unificación de criterios so-
bre el método de diagnóstico a utilizar
(Acta 84, CONAHSA, 2005), por lo que
se debe conocer la sensibilidad (S) y es-
pecificidad (E) de los diversos métodos
validados y disponibles. Guarino y col.
(1989) compararon los diagnósticos por
IDGA, ELISA indirecto y ELISA por
competición y determinaron un 10 % más
de animales positivos mediante las dos
técnicas de ELISA utilizadas que por la
IDGA.  Si bien la IDGA, el ELISA y la
PCR se encuentran disponibles en nues-
tro país, ya sea como método de aplica-
ción oficial en el diagnóstico del VLB
(IDGA) o en investigación (ELISA y
PCR), no hay reportes en Uruguay de
estudios comparativos de estas tres he-
rramientas diagnósticas en un mismo tra-
bajo.

Las alteraciones hemáticas fueron consi-
deradas indicativas de la fase pretumoral
y constituyeron la base del diagnóstico
en los planes de control y erradicación de
la LEB, durante muchos años. Sin embar-
go, con el desarrollo e introducción de la
IDGA, se pudieron evidenciar importan-
tes limitaciones de S y E de los paráme-
tros hematológicos, perdiéndose el inte-
rés por los mismos como herramienta de
diagnóstico, epidemiología y control, ya
que se demostró que del conjunto de ani-
males que presentaban leucocitosis, la
mayor proporción eran VLB positivos
por ELISA (Sienra y col., 1998). Ade-
más, se determinó que los animales sero-
positivos tienen mayor promedio de leu-
cocitos y linfocitos circulantes que los

seronegativos, mientras que no encontra-
ron diferencias significativas promedio
con respecto a los neutrófilos, eosinófi-
los y monocitos. Por otro lado, Collazo
y col. (2002) mostraron que la frecuencia
de muestras con recuento de leucocitos
totales aumentado es significativamente
mayor en vacas seropositivas con respec-
to a sus  congéneres seronegativos.
No se han hallado reportes respecto al
porcentaje de animales positivos para
VLB con linfocitosis y/o recuento celular
de la línea blanca en animales clínicamen-
te sanos según registros sanitarios.
Los objetivos de este trabajo fueron com-
parar la S y E de las metodologías de
IDGA, ELISA y PCR tradicional usadas
para el diagnóstico de la LEB, así como
establecer el porcentaje de animales po-
sitivos, clínicamente sanos y con regis-
tros sanitarios diarios, que presentan lin-
focitosis y cambios en la fórmula leuco-
citaria. Si bien existen estudios compara-
tivos de estas metodologías a nivel inter-
nacional, este trabajo pretende profundi-
zar sobre las técnicas que se encuentran
disponibles en Uruguay y que son utili-
zadas para diagnóstico e investigación,
como herramientas potenciales a ser uti-
lizadas en futuros programas de erradica-
ción de la leucosis.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras
El protocolo experimental fue realizado
de acuerdo a las pautas de experimenta-
ción animal de la Comisión Honoraria de
Experimentación Animal (CHEA) de la
Universidad de la República.
Se obtuvieron muestras de sangre perifé-
rica de 115 animales de raza Holando: 76
vacas de 3 a 7 años de edad, pertenecien-
tes a un tambo localizado en el Departa-
mento de Paysandú (Tambo I) y 39 vacas
de 3 años, de un tambo del Departamen-
to de Flores (Tambo II). Para la obten-
ción del ADN y del suero se extrajeron 6
ml de sangre mediante venopunción coc-
cígea en tubos BD Vacutainer® (Becton
Dickinson, NJ, USA) con y sin anticoa-
gulante (K2 EDTA), respectivamente.
Para el posterior análisis de los sueros
por IDGA y ELISA las muestras se cen-
trifugaron antes de las 48 h durante
10 min a 2000 rpm y luego se almacena-

6www.mgap.gub.uy/dgsg/CONAHSA/ACTAS/Acta%2084.pdf
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ron a -20 °C hasta su procesamiento. Para
el recuento celular y la extracción de ADN,
las muestras se almacenaron a 4 °C por
24 hs hasta que se procesaron. Para el
análisis comparativo de las diferentes téc-
nicas de diagnóstico, se consideraron 65
muestras (sueros/ADN) del Tambo I. Para
el recuento celular (leucocitos/mm3) se
utilizaron las 115 muestras pertenecien-
tes a los dos tambos. Para el diagnóstico
de la fórmula leucocitaria se selecciona-
ron 76 muestras de acuerdo al resultado
obtenido por el ELISA: 19 positivas y
18 negativas del Tambo I y 19 positivas
y 20 negativas del Tambo II. El Tambo I
contaba con la información de registros
sanitarios diarios, lo que permitió clasifi-
car a los animales en sanos y enfermos,
mientras que en el Tambo II no existía
esta información, por lo que se asumió la
presencia de animales sanos y enfermos.

Inmunodifusión en gel de agar
(IDGA)
La técnica fue realizada utilizando un kit
comercial, gentilmente cedido por la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la Uni-
versidad de La Plata (FCV-UNLP) –
Argentina (aprobado por el Servicio Na-
cional de Sanidad y Calidad Agrolimenta-
ria, SENASA, Argentina, Exp. 41.285/87).
Las muestras fueron procesadas siguiendo
las indicaciones del fabricante (FCV-
UNLP-Argentina). Se utilizó una solución
de agar al 1% en buffer Tris-HCl con 8.5%
de NaCl pH 8,  se sembraron 35 ul de cada
muestra y se incubó a temperatura ambien-
te en cámara húmeda hasta su lectura final a
las 72hs. Se utilizó un control positivo, in-
cluido en el kit, por cada dos muestras pro-
blema. Esta técnica esta incluida en el ma-
nual de test diagnósticos de animales te-
rrestres (Beier, 2008).

Ensayo por inmunoabsorción ligado
a enzima (ELISA)
Se utilizó un kit comercial que detecta Ac
contra el VLB en suero bovino con 98%
de S y 100% de E (Laboratorio VMRD,
cod. 5505.20, WA, USA,, aprobado por
el Departamento de Agricultura de Esta-
dos Unidos-USDA-). Las muestras se
procesaron de acuerdo a las indicaciones
del fabricante y se utilizaron 50 �l de
suero diluido 1:25.  La lectura se realizó a
620 nm en un espectrofotómetro de ran-
go visible (Thermo Fisher Scientific Inc.,

USA). Se utilizaron tres controles posi-
tivos débiles por placa, y se estableció la
línea de corte para cada placa a partir del
promedio de las lecturas de las densida-
des ópticas (D.O) de estos sueros con-
troles.

Extracción de ADN y reacción en
cadena de la polimerasa (PCR)
EL ADN genómico se aisló mediante di-
gestión con proteinasa K y precipitación
con solución de NaCl, según el protocolo
modificado de Miller, Dykes y Polesky
(1988). Se realizó una PCR anidada para
amplificar una región altamente conser-
vada del gen env que codifica para la gp51
de la envoltura viral del VLB. Para la pri-
mera ronda de amplificación se utilizaron
los cebadores: 5’-ATG CCY AAA GAA
CGA CGG-3’ (sentido) y 5’- CGA CGG
GAC TAG GTC TGA CCC -3’ (antisen-
tido). El programa de termociclado utili-
zado fue: 2 min a 95 °C,  y 35 ciclos de
45 seg a 95 °C, 45 seg a 58 °C, 1 min a
72 °C y una extensión final de 7 min a
72 °C, y se  obtuvo un producto de am-
plificación correspondiente a un fragmen-
to de 903 pares de bases (pb) (Morato-
rio, G) (2009)7. A partir de 5 ul del pro-
ducto de esta primera amplificación se
realizó una segunda ronda de PCR (am-
plificación anidada), utilizando los ceba-
dores 5’-CTT TGT GTG CCA AGT
CTC CCA GAT ACA-3’ (sentido) y 5’-
CTG TAA ATG GCT ATC CTA AGA
TCT ACT GGC-3’ (antisentido). Las
condiciones de amplificación fueron: 2
min a 95 °C y 35 ciclos de 45 seg a 95 °C,
45 min a 57 °C y 1 min a 72 °C. El tama-
ño del fragmento obtenido fue de 440 pb
(Ballagi-Pordani y col., 1992). En ambas
reacciones se trabajó con un volumen fi-
nal de 50 ul compuesto por: 100 ng de
ADN genómico (primera ronda) o 5 ul
del primer producto de amplificación (se-
gunda ronda), 1x buffer (20mM Tris HCl
pH 8.4, 50mM KCl),  200 nM de cada
cebador, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de
MgCl2 y 0.2 U de Taq polimerasa (Invi-
trogen, CA, USA). Los ciclados se reali-
zaron en un termociclador Multigene
(Corbett, modelo CG1-96) y los produc-
tos de amplificación se visualizaron en
un transiluminador UV (Syngene, Synop-
tics, Ltd.) luego de su electroforesis en
gel de agarosa al 2 % y posterior tinción
con bromuro de etidio (EtBr). Los pro-

ductos fueron comparados con aquellos
visualizados al utilizar el 100 bp DNA
ladder (Invitrogen, CA, USA) como mar-
cador de peso molecular. En todos los
ensayos se utilizó como control positivo
ADN de células FLK (Fetal Lamb Kid-
ney) persistentemente infectadas con el
VLB (Van der Maaten y Millar, 1975).
Como control sistémico de la presencia
de ADN genómico en las muestras a diag-
nosticar se amplificó un fragmento de 400
pb del gen GAPDH para cada muestra
(Tiscornia y col., 2004). Como control
negativo se utilizó agua destilada filtrada
en lugar de ADN genómico.

Cálculos de sensibilidad y
especificidad

Para comparar los tres métodos utiliza-
dos se calcularon los siguientes paráme-
tros: S= (VP /(VP+FN))*100 y E= (VN /
(VN + FP))*100, donde VP: Verdadero
Positivo, VN: Verdadero Negativo, FP:
Falso Positivo y  FN: Falso Negativo
(Crowther, 2009).

Recuento Leucocitario Total (RLT)
y Diferencial (RLD)

El RLT (leucocitos/mm3) se realizó en las
115 muestras pertenecientes a los dos
Tambos, utilizando una cámara de Neu-
bauer, coloreando con el reactivo de Turk
(0.5 ml de Ácido acético y dos gotas de
azul de metileno en 100 ml de agua desti-
lada) y por observación mediante micros-
copía óptica (Nikon, modelo Alphapho-
to YS2). En el Tambo I solo se considera-
ron los animales clínicamente sanos
(n=67), es decir, sin registro de enferme-
dades desde un mes antes hasta un mes
después del muestreo. Los animales en-
fermos que se excluyeron fueron 5 VLB
positivos y 4 VLB negativos por ELISA.
El RLD se realizó en 76 muestras selec-
cionadas de acuerdo al resultado del ELI-
SA (19 positivas y 18 negativas del Tam-
bo I; 19 positivas y 20 negativas del Tam-
bo II),  mediante la observación al mi-
croscopio óptico de frotis sanguíneos te-
ñidos según el protocolo del kit Tinción-
15 (Biopur, Rosario, Argentina). Los ani-
males fueron clasificados en las siguien-
tes categorías de acuerdo al número de
linfocitos/mm3 de sangre: normal (<6500
linfocitos/mm3 para 3-6 años de edad y
<5500 linfocitos/mm3 para >6 años); mo-

7Comunicación personal.
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deradamente aumentado (6500-9000 lin-
focitos/mm3 para 3-6 años y 5500-7500
linfocitos/mm3 para >6 años) y patológi-
camente aumentado (>9000 linfocitos/
mm3 para 3-6 años y >7500 linfocitos/
mm3 para >6 años) (Tolle, 1965).

Análisis estadístico
Los resultados obtenidos se analizaron
utilizando el paquete estadístico SAS (Sta-
tistical Analysis System, SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA, 2009). El recuento
de leucocitos fue evaluado mediante un
modelo que incluyó los efectos de grupo:
positivo vs negativo por ELISA, Tambo
analizado (I y II) y estado de salud (sano
vs enfermo, para el Tambo I). La norma-
lidad de la distribución de los valores de
leucocitos y del porcentaje de linfocitos,
monocitos y polimorfonucleados (PMN),
fue evaluada mediante un test de norma-
lidad. Debido a que la distribución de
monocitos no fue normal, fue corregida
aplicando el logaritmo. El nivel de signi-
ficancia considerado fue �=0.05

RESULTADOS

Estudio comparativo entre la  IDGA
el ELISA y la PCR
Los controles positivos fueron correcta-
mente diagnosticados por las tres meto-
dologías (Fig.1, datos no mostrados para
IDGA y ELISA). En la Figura 2 se mues-
tra el porcentaje de diagnósticos positi-
vos y negativos para VLB obtenidos por
cada una de las tres metodologías utiliza-
das. Para las 65 muestras procesadas, los
resultados del diagnóstico fueron: 13 po-
sitivas y 52 negativas por IDGA; 18 po-
sitivas y 47 negativas por ELISA; 28
positivas y 37 negativas por PCR. To-
dos los diagnósticos positivos por IDGA
también resultaron positivos por ELISA
y PCR. Solo una muestra que se determi-
nó como positiva por ELISA resultó ser
negativa por PCR e IDGA. Esta muestra
presentó una D.O. de 0.49 unidades de
absorbancia y la línea de corte para esa
placa de ELISA se estableció en 0.46 uni-
dades de absorbancia. El ELISA diagnos-
ticó un 6 % más de muestras positivas
que la IDGA, correspondientes a 5 mues-
tras  mientras que la PCR detectó un
23 % y un 17 % más de positivos que la
IDGA y el ELISA, respectivamente
(Fig.2).

Figura 1. Foto de la primera y segunda amplificación por PCR con el control
de GAPDH. Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb.
Carriles 2 al 10: muestras de ADN bovino para su diagnóstico.
Carril 11: control positivo (FLK-VLB) . Carril 12: control negativo
(agua destilada).  En el gel A se observa el resultado de la primera
amplificación. La banda de 900 pb en los carriles 2 y 3 diagnostica
estas muestras como positivas. El gel B corresponde al control con
el gen GAPDH y verifica la presencia de ADN en las 9 muestras y
la ausencia en el control negativo con agua destilada en el carril 12.
El gel C muestra la segunda amplificación de 440 pb que diagnostica
a las muestras 2, 3, 4 y 7 como positivas y a las muestras 5, 6, 8,
9 y 10 como negativas.

Figura 2. Porcentaje de animales positivos y negativos determinados por inmunodifusión
en gel  agar (IDGA), Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA)
y Reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
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En el Cuadro 1 se muestran los valores de
S y E para los métodos comparados, to-
mando al ELISA y a la PCR como méto-
dos de referencia.
La seroprevalencia determinada por ELI-
SA fue de 23,6 % en el Tambo I y 48,7%
en el Tambo II.

Recuento Leucocitario Total  y
Diferencial
En la Figura 3 se muestra el porcentaje de
animales positivos y negativos al VLB
por ELISA y que presentaron niveles

normales, moderadamente aumentados o
patológicamente aumentados de linfoci-
tos (Tolle, 1965). Se observa que el 92 %
de los animales VLB negativos presentó
valores normales de linfocitos, mientras
que el 66 % de los positivos presentó
niveles patológicamente aumentados.
El Cuadro 2 resume los resultados del
recuento celular promedio de los anima-
les positivos y negativos al VLB en los
dos tambos analizados (considerando solo
los animales sanos para el Tambo I). Al
comparar animales negativos al VLB en-

tre tambos, se observa que en el Tambo I
estos presentaron un número de leucoci-
tos significativamente menor (P=0.004)
que los negativos al VLB del Tambo II.
Sin embargo, al considerar la totalidad de
los animales negativos al VLB del Tambo
I (sanos + enfermos), el promedio de leu-
cocitos no resultó diferente entre los  tam-
bos (6067/mm3 ± 640 vs 7312/mm3 ± 541,
P=0.16). La diferencia observada en el
número de leucocitos para los animales
negativos de ambos tambos afectó al nú-
mero promedio de linfocitos y de PMN,
pero no afectó los porcentajes promedio
de estos tipos celulares. En el caso de los
monocitos, si bien no existieron diferen-
cias en su número, se observó que el por-
centaje resultó mayor en los animales
negativos a VLB del Tambo I que en los
del Tambo II (P=0.004). Al considerar
animales positivos a VLB entre tambos,
no se observaron diferencias respecto al
número de leucocitos ni de los distintos
tipos celulares de la fórmula leucocitaria.
Sin embargo, si hubo diferencias entre los
porcentajes de linfocitos y monocitos
(P=0.027 y P=0.026, respectivamente).
Por otra parte, los animales positivos a
VLB presentaron un número de leucoci-
tos y linfocitos significativamente mayor
que los VLB negativos en ambos tambos
(P<0.01 en todos los casos). En el Tam-
bo I, no se observaron diferencias entre
animales negativos y positivos al VLB
respecto al número de PMN. Sin embar-
go, en el Tambo II éstos resultaron ma-
yores, en número y porcentaje, en los
animales negativos (P=0.01). No se ob-
servaron diferencias en el número de mo-
nocitos, ni en relación al resultado del
ELISA ni entre los tambos.

Referencia  Sensibilidad (%)                  Especificidad (%)
ELISA IDGA 72 100
 PCR 94 77
PCR IDGA 45 100
 ELISA 61 97

Cuadro 1. Porcentaje de Sensibilidad y Especificidad calculadas tomando a las técnicas
de ELISA y PCR como métodos de referencia.

 Tambo 1   Tambo 2   

ELISA N P N P 

Leucocitos 4807 ± 647 a 8014 ± 647 bc 7312 ± 541 b 9252 ± 556 c 

Linfocitos 2299±549a  (48% a) 5197±549c  (61% b) 3710±460b (51% a) 6564±472c   (70% c) 

PMN 2370± 313 a (48% a) 2583± 313 a (36% b) 3515 ± 262 b (47% a) 2584 ± 259 a(28% b) 

Monocitos 137±50ab    (3.1% a) 233±73a      (2.6% a) 86±42b         (1.1% b) 103±43ab       (1.1% b) 
Las letras distintas en la misma fila y misma variable (número/porcentaje) difieren P<0.05.

Cuadro 2. Promedio (Células/mm3 ± SEM) de Leucocitos totales, Linfocitos, Polimorfonucleados (PMN) y Monocitos en vacas
positivas (P) y negativas (N) por ELISA, para cada tambo. Entre paréntesis se muestran los valores en porcentaje.
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Figura 3. Porcentaje de animales positivos y negativos por ELISA con niveles normales,
moderadamente aumentados y patológicamente aumentados de linfocitos.
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DISCUSIÓN
Los métodos diagnósticos usados de ru-
tina para el diagnóstico de LEB en Uru-
guay incluyen IDGA y ELISA prepon-
derantemente, los cuales están diseñados
para detectar la presencia de anticuerpos
específicos contra el VLB. Asimismo, han
sido descritos métodos moleculares que
mediante amplificación por PCR de se-
cuencias virales específicas buscan detec-
tar la presencia del ADN proviral inser-
tado en los linfocitos infectados. Estos
últimos métodos no son utilizados de
rutina en nuestro país.
En este trabajo, nos propusimos compa-
rar las técnicas de IDGA, ELISA y PCR
como herramientas diagnósticas de la LEB
disponibles en nuestro país.
Los resultados obtenidos muestran que el
método diagnóstico más sensible fue la
PCR, siendo IDGA la que detectó menor
número de animales positivos. Estos resul-
tados coinciden con trabajos anteriores (Fe-
chner y col., 1996; Martín y col., 2001;
Trono y col., 2001; Felmer y col., 2006;
Camargos y col., 2007). Si bien la S de la
IDGA y del ELISA fue menor que la de la
PCR, la E de ambos métodos fue mayor.
El hecho de que la PCR tradicional detec-
te animales que presentan ADN proviral
y que sean serológicamente negativos,
puede deberse a la presencia de animales
inmunotolerantes a VLB  (Fechner y col.,
1997; Monti y col., 2005). Paralelamente,
la PCR permitiría detectar animales in-
fectados antes de que estos desarrollen
una respuesta inmunológica, animales
cursando un período prolongado de la-
tencia o animales con una baja carga de
exposición del virus, así como la detec-
ción del virus en terneros infectados que
recibieron calostro de madres seropositi-
vas (Kaaden y col., 1982).
Por otro lado, Fechner y col (1997) pro-
ponen que ciertas variantes en la secuen-
cia del VLB podrían ser menos inmuno-
génicas que otras generando, por lo tan-
to, resultados serológicos negativos en
animales infectados. Sin embargo, otros
estudios no logran determinar una corre-
lación entre el genotipo del VLB y el es-
tado serológico de los animales infecta-
dos, y proponen que las diferentes res-
puestas antivirales podrían estar relacio-
nadas con el estado de la infección y otros
factores del hospedador (Licursi y col.,
2002). En particular, la expresión del gen

BoLA DRB3.2 ha sido asociada a la sus-
ceptibilidad o resistencia del hospedador
al aumento de la carga viral (Juliarena y
col., 2008).
En otros trabajos se reportaron casos de
muestras seropositivas en las que no se
pudo amplificar el ADN del virus (Del
Fava y Pituco, 2004; Monti y col., 2005).
Esto se puede explicar por la existencia
de fluctuaciones en el número de linfoci-
tos infectados, por la ubicación de los
mismos en el hospedador o porque exis-
tan variaciones genéticas en el virus que
afecten el reconocimiento del ADN pro-
viral por los cebadores usados en la PCR
(Camargos y col., 2005). No obstante,
seria conveniente repetir la muestra dis-
cordante determinada como positiva por
ELISA (con baja D.O.) y negativa tanto
por PCR como por IDGA.
Si bien la PCR es más sensible, la IDGA
y el ELISA son los métodos recomenda-
dos por la OIE y los más utilizados en
los planes internacionales de erradicación
de la enfermedad. Asimismo, la aplica-
ción de la PCR requiere de un laboratorio
que cuente con la infraestructura necesa-
ria para el manejo de técnicas de virología
molecular, donde se pueda tener las pre-
cauciones adecuadas, y a través de los
procedimientos de control, validar la ca-
lidad de los resultados (Beier, 2008). Asi-
mismo, la mayor susceptibilidad a la con-
taminación de la PCR, hace que el cono-
cimiento y la experiencia del operario sean
factores de mayor importancia que en las
demás técnicas.

El uso de la PCR sería adecuado como
método diagnóstico complementario en
aquellos animales que sean negativos al
VLB por IDGA y positivos o levemente
positivos (baja D.O.) por ELISA, en los
cuales se quiera confirmar la presencia
del ADN proviral en el genoma de los
linfocitos del huésped.  En este sentido,
el diagnóstico por PCR puede constituir
un gran aporte en los programas de erra-
dicación, especialmente en aquellos ro-
deos con una baja prevalencia de anima-
les infectados, ya que se pueden detectar
infecciones recientes, entre 2-4 semanas
más temprano que mediante la IDGA
(Naif y col., 1992; Kelly y col., 1993,
González y col., 2001).

Respecto al recuento celular, un mayor
porcentaje de animales positivos al VLB
presentó niveles patológicamente aumen-

tados de linfocitos, lo que explica que el
promedio de leucocitos en estos anima-
les fuera mayor en comparación a los ne-
gativos. Si bien la diferencia entre los ani-
males positivos y negativos con niveles
patológicamente aumentados de linfoci-
tos (66 % vs 3 %, respectivamente) es
marcada, existen trabajos donde se repor-
ta una variabilidad de 30% a 70% de ani-
males infectados que presentan linfoci-
tosis persistente (Felmer y col., 2006).
Para determinar el establecimiento de lin-
focitosis persistente, se deberia  evaluar
más de una muestra por animal, obteni-
das con un intervalo de semanas o meses,
ya que se considera que el nivel de linfo-
citos debe mantenerse aumentado duran-
te un mínimo de tres meses (Chamizo,
2005).
La cantidad de linfocitos resultó menor
en los animales negativos al VLB del Tam-
bo I que los negativos del Tambo II. Te-
niendo en cuenta que, al considerar solo
los animales sanos en el Tambo I, el nú-
mero promedio de leucocitos fue signifi-
cativamente inferior que en el Tambo II
(donde no se pudo determinar el estado
sanitario de los animales), es de relevan-
cia la determinación de la fórmula leuco-
citaria (porcentaje). Es decir, cuando para
el Tambo I se incluyeron los animales
enfermos, no se observaron cambios sig-
nificativos en los porcentajes promedio
del RLD, pero sí en el número promedio
de celulas/mm3 de sangre. Por lo tanto, es
importante que en el hemograma cada tipo
celular esté explícito tanto en número de
células/mm3 como por el porcentaje que
representa en la fórmula leucocitaria. Para
la determinación de efectos de la LEB
sobre el recuento celular, se debe consi-
derar la presencia de enfermedades con-
currentes (muy frecuentes en vacas le-
cheras en producción).
Por otra parte, la edad del animal tam-
bién afecta el recuento celular, siendo en
general mayor el número de linfocitos en
terneros (Tolle, 1965). Por lo tanto, el
hecho de que en el Tambo II los animales
sean más jóvenes, también podría estar
influyendo en que presenten mayor por-
centaje de linfocitos comparado con los
del Tambo I. Asimismo, la prevalencia de
LEB en el Tambo II es mayor, lo que hace
pensar que en este rodeo la carga viral
también sería mayor.
Este trabajo muestra una importante pre-
valencia de la LEB (27,8 % en el Tambo I
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y 48,7% en el Tambo II) incluso en ani-
males jóvenes (Tambo II). La falta de un
plan de manejo sanitario adecuado para
la erradicación de la enfermedad (Acta 84,
COHNASA) y la aplicación del progra-
ma de vacunación contra la fiebre aftosa
en el 2001 se han propuesto como razo-
nes que podrían explicar el aumento de la
prevalencia de LEB en Uruguay en la úl-
tima década (Zaffaroni y col., 2007).
Los programas de erradicación de la leu-
cosis bovina implican separar los anima-
les positivos de los negativos, por lo cual
es imprescindible contar con metodolo-
gías diagnósticas de alta sensibilidad. La
comparación de métodos diagnósticos de
LEB realizada en este trabajo, demuestra
que los animales con resultados positi-
vos obtenidos por IDGA y ELISA se cla-
sifican en el grupo de animales infecta-
dos. En cambio, un cierto porcentaje de
los animales con resultados negativos

usando estas metodologías, en realidad
son positivos al utilizar la PCR como
método diagnóstico. Por lo tanto, debido
a la mayor sensibilidad demostrada, se
debería utilizar la PCR como técnica con-
firmatoria de segunda línea para asegurar
la negatividad de un rodeo.
El impacto y distribución de la enferme-
dad a nivel nacional y regional es indiscu-
tible, así como también, las dificultades
inherentes a su control y/o erradicación,
por lo tanto, el aumento de la investiga-
ción científica interinstitucional en este
tema y la transferencia tecnológica al sec-
tor productivo aportan importantes in-
sumos para la solución de este complejo
problema de sanidad animal.

CONCLUSIONES
La comparación de los diferentes méto-
dos diagnósticos actualmente disponibles
en Uruguay demostró que la técnica de

PCR presentó una mayor sensibilidad,
seguido por el ELISA y por la IDGA.
El número promedio de linfocitos aumen-
tó significativamente en los animales que
presentan el VLB, aunque no puede des-
cartarse que la presencia de enfermeda-
des concurrentes afecte de forma relevan-
te el número total de estos.
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