
Brazilian Journal of Animal and Environmental Research 
ISSN: 2595-573X 

963 

 

 

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.5, n.1, p. 963-984, jan./mar. 2022. 

 

PCR en tiempo real (qPCR): una herramienta útil en el control del virus de la 

leucosis bovina (BLV) 

 

Real-time PCR (qPCR): a useful tool in the control of bovine leukosis virus 

(BLV) 

 
DOI: 10.34188/bjaerv5n1-072 

 

Recebimento dos originais: 25/11/2021 

Aceitação para publicação: 03/01/2022 

 

Marla Eliana Ladera Gómez 

Lic. en Biología de la Universidad Central de Venezuela 

Institución: Laboratorio de Virología, Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV) de la Universidad 

Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA), Centro de Investigación 

Veterinaria de Tandil (CIVETAN, CONICET/CICPBA/UNCPBA) 

Dirección: Campus Universitario, Pje. Arroyo Seco s/n, (7000) Tandil, Pcia. de Buenos Aires, 

Argentina 

Correo electrónico: mladera@vet.unicen.edu.ar 

 

Pamela Anahí Lendez 

Dra. en Ciencia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV) de la Universidad Nacional 

del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA) 

Institución: Laboratorio de Virología, FCV-UNCPBA, Centro de Investigación Veterinaria de 

Tandil (CIVETAN, CONICET/CICPBA/UNCPBA) 

Dirección: Campus Universitario, Pje. Arroyo Seco s/n, (7000) Tandil, Pcia. de Buenos Aires, 

Argentina 

Correo electrónico: palendez@vet.unicen.edu.ar 

 

María Victoria Nieto Farias 

Dra. en Ciencia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV) de la Universidad Nacional 

del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA) 

Institución: Laboratorio de Virología, FCV-UNCPBA, Centro de Investigación Veterinaria de 

Tandil (CIVETAN, CONICET/CICPBA/UNCPBA) 

Dirección: Campus Universitario, Pje. Arroyo Seco s/n, (7000) Tandil, Pcia. de Buenos Aires, 

Argentina 

Correo electrónico: vnieto@vet.unicen.edu.ar 

 

María Carolina Ceriani 

Dra. de la Universidad Buenos Aires, Orientación Ciencias Químicas, Facultad de Ciencias 

Exactas y Naturales (FCEyN-UBA) 

Institución: Laboratorio de Virología, FCV-UNCPBA, Centro de Investigación Veterinaria de 

Tandil (CIVETAN, CONICET/CICPBA/UNCPBA) 

Dirección: Campus Universitario, Pje. Arroyo Seco s/n, (7000) Tandil, Pcia. de Buenos Aires, 

Argentina 

Correo electrónico: cceriani@vet.unicen.edu.ar 

 

  



Brazilian Journal of Animal and Environmental Research 
ISSN: 2595-573X 

964 

 

 

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.5, n.1, p. 963-984, jan./mar. 2022. 

 

Guillermina Laura Dolcini 

Dra. en Ciencia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV) de la Universidad Nacional 

del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA) 

Institución: Laboratorio de Virología, FCV-UNCPBA, Centro de Investigación Veterinaria de 

Tandil (CIVETAN, CONICET/CICPBA/UNCPBA) 

Dirección: Campus Universitario, Pje. Arroyo Seco s/n, (7000) Tandil, Pcia. de Buenos Aires, 

Argentina 

Correo electrónico: gdolcini@vet.unicen.edu.ar 

 

RESUMEN 

El virus de la leucosis bovina (BLV) es el agente etiológico de la leucosis enzoótica bovina (LEB), 

la enfermedad neoplásica más común del ganado bovino, caracterizada por presentar una expansión 

policlonal benigna de linfocitos B circulantes en sangre periférica durante los primeros años post-

infección que puede progresar a un estado tumoral causando la muerte del animal, o mantenerse 

este estado pre-leucémico durante toda la vida del animal, generando una función inmunológica 

anormal. BLV infecta al ganado en todo el mundo, generando un impacto económico importante en 

la industria del ganado lechero. Desde principios de los ̀ 90, haciendo uso de técnicas hematológicas, 

se han clasificado los animales infectados con BLV en linfocitóticos (LP) o asintomáticos. Sin 

embargo, a partir de técnicas moleculares como la PCR, en las últimas décadas se han clasificado 

los animales infectados según su carga proviral, permitiendo distinguir dos grupos bien definidos 

donde todos los animales LP presentan alta carga proviral (ACPV), mientras que los animales 

asintomáticos pueden presentar ACPV o baja carga proviral (BCPV). Actualmente, diferentes 

variantes de PCR en tiempo real (qPCR) se han utilizado para determinar la carga proviral 

(cuantificación absoluta), así como también realizar estudios de expresión de genes involucrados en 

la respuesta inmune (cuantificación relativa) en los animales infectados. Haciendo uso de estas 

herramientas, hemos construido un perfil inmunológico de los animales de BCPV, a los que 

denominamos “controladores”, ya que logran controlar la infección a nivel sistémico y de glándula 

mamaria, siendo menos eficientes para transmitir el virus, y cuyas células presentan un estado pro-

apoptótico y anti-proliferativo. Nuestros resultados sugieren que la determinación de la carga 

proviral del BLV por qPCR es una herramienta útil para monitorear la propagación de la infección, 

a ser utilizada como una medida de control eficiente y factible, reemplazando a los animales 

infectados que desarrollan ACPV por animales “controladores”.  

 

Palabras clave: BLV, qPCR, carga proviral, citoquinas, control. 

 

ABSTRACT 

Bovine leukosis virus (BLV) is the etiological agent of enzootic bovine leukosis (EBL), the most 

common neoplastic disease of cattle, characterized by a benign polyclonal expansion of circulating 

B lymphocytes in peripheral blood during the early years post-infection that can progress to a tumor 

state causing the death of the animal or maintain this pre-leukemic state throughout the life of the 

animal, generating an abnormal immune function. BLV infects cattle worldwide, generating a 

significant economic impact on the dairy cattle industry. Since the early 1990s, using hematological 

techniques, BLV-infected animals have been classified as lymphocytotic (LP) or asymptomatic. 

However, based on molecular techniques such as PCR, infected animals have been classified 

according to their proviral load in recent decades, allowing two well-defined groups to be 

distinguished where all LP animals have a high proviral load (ACPV). In contrast, asymptomatic 

animals may have ACPV or low proviral load (BCPV). Currently, different variants of real-time 

PCR (qPCR) have been used to determine the proviral load (absolute quantification), as well as to 

perform genes expression studies involved in the immune response (relative quantification) in 

infected animals. Using these tools, we have built an immunological profile of the BCPV animals, 

which we call “controllers,” since they manage to control the infection at the systemic and mammary 
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gland level, being less efficient to transmit the virus, and whose cells present a pro-apoptotic and 

anti-proliferative state. Our results suggest that the determination of BLV proviral load by qPCR is 

an useful tool to monitor the spread of the infection, to be used as an efficient and feasible control 

measure, replacing infected animals that develop ACPV by “controller” animals. 

 

Keywords: BLV, qPCR, proviral load, cytokines, control. 

 

 

1 INTRODUCCIÓN 

EL VIRUS Y SU RANGO DE HOSPEDADORES 

El virus de la leucosis bovina (BLV) es el prototipo del género Deltaretrovirus dentro de la 

familia Retroviridae. Los viriones están envueltos por una capa lipídica derivada de la célula 

huésped, en la cual se insertan complejos de glicoproteínas virales de unión al receptor (gp51) y de 

transmembrana (gp30). En el interior presentan una cápside icosaédrica formada por la proteína 

p24, la cual está rodeada por una matriz proteica (p15). Hacia el interior de la cápside se encuentra 

el genoma viral, compuesto por dos hebras de ARN monocatenario de sentido positivo que contiene 

los genes característicos de los retrovirus (gag, pro, pol, env), junto a dos enzimas: la transcriptasa 

reversa y la integrasa, que catalizan dos pasos fundamentales en la replicación del genoma del BLV. 

Además, a partir de genes accesorios los Deltaretrovirus también codifican, otras proteínas 

reguladoras, como las proteínas Tax y Rex (Gillet et al., 2007). La proteína transactivante (Tax) 

juega un rol esencial en la replicación viral dado que mejora la transcripción del promotor viral 

vinculando sitios únicos en la región U3 del LTR (elementos de respuesta a Tax o TRE) (Durkin et 

al., 2016); además, interactúa con otros genes celulares participando en la oncogénesis celular. La 

proteína Rex facilita el transporte del ARN viral spliced y unspliced desde el núcleo hacia el 

citoplasma (Gillet et al., 2007; MacLachlan & Dubovi, 2011). Más recientemente se ha descubierto 

que además el BLV codifica para miRNA esenciales en su replicación, que regulan genes celulares 

e intervienen en la oncogénesis (Gillet, 2016). 

El huésped natural del BLV es el bovino, tanto Bos taurus como Bos indicus; también se han 

reportado infecciones naturales en otras especies (búfalos de agua, carpinchos y ovejas) (del Fava 

et al., 2010; Meas et al., 2000; Molnár et al., 2000; Nekoei et al., 2015). Los ovinos son 

particularmente susceptibles a la infección experimental y han sido utilizados ampliamente como 

modelo de estudio de la oncopatogénesis por BLV, dado que desarrollan tumores mucho más 

frecuentemente y en menor tiempo que los bovinos. En otras especies también puede ser detectada 

una persistente respuesta de anticuerpos luego de una infección experimental, como en ciervos, 

conejos, ratas, cobayas, gatos, perros, monos Rhesus, chimpancés, antílopes, cerdos, cabras y 

búfalos (EFSA AHAW Panel, 2017; OIE, 2021).  
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2 LA INFECCIÓN Y SUS CONSECUENCIAS CLÍNICAS 

La enfermedad se denomina leucosis enzoótica bovina (LEB) o linfosarcoma asociado al 

BLV y es responsable de diferentes desórdenes linfoproliferativos. El cuadro clínico se caracteriza 

por agrandamiento de linfonodos, pérdida de peso, emaciación; compromiso funcional según el 

órgano afectado (bazo, hígado, corazón, riñones, útero, ojo, piel, abomaso, vejiga, médula ósea, 

pulmones). Esto es consecuencia de una transformación tumoral de linfocitos B que proliferan e 

infiltran los distintos órganos, dando lugar a los tumores. La enfermedad tumoral es fatal en el 100% 

de los casos. Suele ocurrir muerte súbita por estallido de bazo (Chamizo Pestana, 2005). 

El examen clínico del animal vivo generalmente arroja pocos datos ya que depende de la 

localización del proceso neoplásico y grado de afección de los órganos implicados. Los signos más 

frecuentes son: agrandamiento bilateral más o menos simétrico de los linfonodos (Chamizo Pestana, 

2005) que pueden visualizarse o palparse, exoftalmia por degeneración del tejido retroocular y/o 

estructuras internas del ojo, así como también la presencia de deformaciones o masas tumorales 

subcutáneas en varias partes del cuerpo (Gatti, 2008). En la necropsia se pueden encontrar estos 

linfonodos aumentados de tamaño. En el pericardio suelen encontrarse formaciones de aspecto 

nodular blanquecinas y aurículas aumentadas de tamaño. Los riñones también suelen encontrarse 

aumentados de tamaño, con placas blanquecinas de distribución difusa en la cápsula renal, edema 

sero-sanguinolento sub-capsular y presencia de tejido anormal de color blanquecino que resultan en 

la atrofia del parénquima renal (Chamizo Pestana, 2005). 

 

3 LA INFECCIÓN Y SUS CONSECUENCIAS SUBCLÍNICAS 

La infección por BLV cumple con lo que en virología se conoce como fenómeno iceberg, 

donde la patología es evidente en pocos animales infectados. La mayoría de los animales infectados 

(aproximadamente el 60-70%) permanecen asintomáticos presentando sólo anticuerpos contra las 

proteínas estructurales gp51 y p24 (Gillet et al., 2007). Un 30% desarrolla linfocitosis persistente 

(LP), una expansión policlonal benigna de linfocitos B circulantes en sangre periférica, sin 

alteraciones morfológicas ni funcionales, que se mantiene durante toda la vida del animal. Este 

estado de linfocitosis es usualmente estable durante varios años, pero puede progresar a la fase 

tumoral, es por esto que algunos autores lo consideran como un estado pre-leucémico. Solo un 5-

10% mueren por linfosarcoma luego de un extenso período de latencia (Florins et al., 2007; Gillet 

et al., 2007; Rodríguez et al., 2011). Los síntomas se aprecian mayoritariamente después de los dos 

años de edad siendo más frecuentes entre los 5 y 8 años (Chamizo Pestana, 2005), de allí la 

importancia de realizar un diagnóstico prematuro de la infección.  
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La mayoría de los animales infectados permanecen asintomáticos; sin embargo, se ha 

evidenciado que la infección por BLV tiene consecuencias negativas sobre el sistema inmune 

(Erskine et al., 2012; Frie & Coussens, 2015; Della Libera et al., 2015), aumentando la 

susceptibilidad a otros agentes etiológicos además de afectar los índices productivos y reproductivos 

(Bojarojć-Nosowicz & Kaczmarczyk, 2006; Rupp et al., 2007; Sandev et al., 2004; VanLeeuwen et 

al., 2010). Asimismo, las células del sistema inmune de los animales infectados presentan fenotipos 

y respuestas anormales frente a la estimulación antigénica y mitogénica in vitro (Frie et al., 2016), 

así como también una respuesta reducida a las vacunas (Erskine et al., 2011; Puentes et al., 2016). 

Por lo tanto, a pesar de no evidenciarse signos clínicos durante un largo período de tiempo, la 

infección persistente por BLV pueden generar grandes pérdidas económicas (OIE, 2021). 

 

4 EPIDEMIOLOGÍA 

La infección por BLV está mundialmente distribuida; gracias al éxito en sus campañas de 

control y erradicación implementadas desde los años 1960s, la infección está actualmente erradicada 

en 20 países, principalmente del norte y oeste de Europa y en Nueva Zelanda, y en otros países 

como Italia, Portugal y Australia la infección está restringida a áreas pequeñas (Chethanond, 1999; 

EFSA AHAW Panel, 2017).  

En el territorio argentino, el BLV se encuentra ampliamente distribuido (Trono, K. G. et al., 

2001), con prevalencias mayores al 80% en las cuencas lecheras (Barrios et al., 2012; Gutiérrez et 

al., 2012). A pesar de los intentos de inmunización, hasta la fecha no existe en el mercado una 

vacuna capaz de controlar esta enfermedad (Abdala et al., 2019); por consiguiente, la única manera 

de eliminar el virus en los rodeos es descartando los animales infectados. Esto resulta impracticable 

en muchos países, incluso en Argentina, debido a la alta prevalencia de la infección (Polat et al., 

2017), y la ausencia de una política de resarcimiento económico para el productor que estimule el 

recambio de animales infectados por animales no infectados con BLV. 

El costo económico generalmente se subestima debido a que los signos clínicos son vagos y 

la muerte por linfosarcoma/leucemia es fácilmente subdiagnosticada. Estudios realizados en 

EE.UU. encontraron una asociación lineal entre una mayor prevalencia de BLV y una disminución 

en la producción de leche a nivel de rebaño: entre 2.7% y 1% de producción de pérdida/vaca/año, 

por cada 10% de aumento en la prevalencia de infección por BLV (Erskine et al., 2012; Norby et 

al., 2016). Las pérdidas económicas se calcularon en U$285 millones/año, considerando también 

los animales asintomáticos, al tener en cuenta las pérdidas reproductivas y en las tasas de natalidad 

(Erskine et al., 2012; Bartlett et al., 2014). Un trabajo realizado en el Instituto Nacional de 

Tecnología Agropecuaria (INTA, Argentina) en 2013 calculó pérdidas por U$5300/animal muerto, 
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considerando falta de partos, reposición de terneras, producción de leche y kilos de carne vendidos 

para consumo (Castellano & Goizueta, 2014) 

Por otro lado, los países libres de BLV han comenzado a aplicar barreras comerciales a la 

importación de ganado infectado, lo que tiene un gran impacto en la industria láctea (VanLeeuwen, 

2005; VanLeeuwen et al., 2010).  

Para que la transmisión del BLV ocurra es necesario el contacto célula-célula ya que el virión 

es muy inestable (Johnston et al., 1996; Igakura et al., 2003; Vonèche, 1992) y poco resistente a las 

influencias del medio exterior (Baruta et al., 2011). Es por esto que la transmisión ocurre 

fundamentalmente por el traspaso de linfocitos infectados (Marcovecchio et al., 2006). Esto 

significa que cualquier secreción o fluido biológico que contenga linfocitos infectados puede ser 

una potencial fuente de contagio (Gatti, 2008; Trono, 2011). Se ha reportado transmisión vertical, 

la cual incluye transmisión transplacentaria (Andoh et al., 2020), periparto (en el canal de parto) y 

postparto (vía lactógena, que es la principal para BLV) (Hopkins & DiGiacomo, 1997; 

Marcovecchio et al., 2006). La transmisión horizontal es la más importante y la que produce el 

mayor número de infectados (Trono et al., 2001). Esta ocurre por contacto directo entre un animal 

infectado y uno susceptible (Kono et al., 1983), la cual puede darse por transmisión mecánica a 

través de vectores hematófagos (Gatti, 2008; Gillet et al., 2007), transmisión directa por secreciones, 

y transmisión iatrogénica, siendo esta última la principal vía de transmisión del BLV (Gatti, 2008). 

Esto explica por qué los bovinos más afectados son los de tambo: el hacinamiento de los animales 

en las salas de ordeñe, el descorne, el tacto y las vacunaciones sin desinfección del material utilizado 

y toda práctica que se desarrolle sin tomar las medidas higiénico-sanitarias correspondientes son 

una importante forma de diseminación de la enfermedad (Gatti, 2008; Hopkins & DiGiacomo, 1997; 

Monti, 2005; Toma et al., 1990).  

 

5 PATOGENIA 

El BLV infecta principalmente linfocitos B CD5+IgM+CD11+. Ingresa a la célula huésped 

por fusión de la gp51 con el receptor celular, luego en el citoplasma celular el virión se decapsida 

(De Brogniez et al., 2016; Tajima et al., 1998), y a partir del ARN viral la transcriptasa reversa 

sintetiza, una copia de ADN complementario el cual es transportado al núcleo e integrado por la 

integrasa p80 al genoma del huésped, bajo la forma de provirus (Kettmann et al., 1982; Masuda et 

al., 1998). El provirus está integrado al azar en el genoma celular (Miyasaka et al., 2015; Murakami 

et al., 2011); pero se ha observado una preferencia a integrarse en los intrones aleatoriamente; 

ubicarse en estas regiones sugeriría una relación con la supresión a la expresión de los genes virales, 

favoreciendo la evasión del sistema inmune del huésped (Murakami et al., 2011). 
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Inmediatamente después de la integración del genoma viral al genoma de la célula huésped, 

la expresión genética y la producción de viriones maduros se activa siendo posible detectar una 

viremia pasajera que dura entre 10 a 12 días post-infección (Schwartz & Lévy, 1994). Al mismo 

tiempo, se produce una expansión policlonal de linfocitos, donde menos del 5% de ellos son 

portadores de 1 a 2 copias del provirus (Kettmann et al., 1980). Dentro de las 8 semanas posteriores 

a la infección aparece una respuesta inmune humoral contra las proteínas virales gp51 y p24, y una 

respuesta inmune citotóxica para los epítopes Tax y Env en sangre periférica (Florins et al., 2007). 

A partir de este momento ya no es posible detectar viriones activos en los animales infectados. La 

respuesta inmune persiste y se amplifica durante toda la vida del animal indicando que el sistema 

inmune es estimulado permanentemente por el virus (Gillet et al., 2007). Se sabe que existe 

supresión de la expresión viral efectiva en una proporción de las células por actividad humoral y 

citotóxica eliminando aquellas células donde hay transcripción viral activa, lo que permite una 

expansión mitótica sólo de las células que portan el provirus (Florins et al., 2007). El resultado final 

de esta presión de selección del sistema inmune sería que sólo aquellas células en las que el virus se 

encuentra silenciado transcripcionalmente sobreviven y acumulan, llevando a una LP; mientras que 

las que expresan genes virales serían eliminadas y mantendrían estimulado al sistema inmune del 

animal durante toda su vida. Existe entonces una interacción dinámica entre BLV y la respuesta 

inmune del huésped: un equilibrio complejo entre la expresión viral que conduce o favorece la 

proliferación y el silenciamiento viral que evita la apoptosis. 

 

6 DIAGNÓSTICO 

Después de su infección, la expresión de BLV en el ganado se bloquea a nivel transcripcional 

durante el período de latencia (Tajima & Aida, 2005).  Las proteínas virales gp51 y p24, son 

responsables de la antigenicidad de la partícula viral durante este período (Gillet et al., 2007), por 

lo tanto, el diagnóstico de rutina de la infección por BLV se realiza mediante la determinación de 

anticuerpos fundamentalmente contra la gp51 ya que aparecen más temprano en la infección. El 

método más ampliamente utilizado es la inmunodifusión en gel de agar (IDGA) debido a su 

especificidad, sensibilidad suficiente y sencilla realización; se estima que logra detectar anticuerpos 

de 3 a 12 semanas post-infección. Además, el ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 

se ha utilizado más recientemente dada su mayor sensibilidad (detección de anticuerpos de 2 a 3 

semanas post-infección) y su capacidad para usarse con otro tipo de muestras como en leche, siendo 

adaptada para pool de muestras (testeo en el tanque de leche, hasta de 100 vacas) (EFSA AHAW 

Panel, 2017). Debido a estas características, gradualmente ha reemplazado a la IDGA. En Argentina, 
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el Servicio de Sanidad Animal y Calidad Agroalimentaria (SENASA) ha aprobado ambos métodos 

serológicos para la lucha contra la infección por BLV (SENASA, 2005).  

Si bien los métodos serológicos son los más adecuados para exámenes de detección a gran 

escala, no pueden identificar a las vacas infectadas antes del inicio de la formación de anticuerpos 

y no pueden distinguir entre los anticuerpos calostrales y los anticuerpos generados en respuesta a 

la infección por BLV (OIE, 2021). Debido a que el provirus BLV permanece integrado en los 

genomas celulares (Kettmann et al., 1982), incluso en ausencia de viremia y/o anticuerpos BLV 

detectables, las técnicas basadas en métodos de amplificación del ADN, a saber, la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), han ido en auge, ya que permiten la detección directa del genoma 

del BLV integrado dentro del genoma del huésped. La prueba de PCR amplía las posibilidades de 

diagnóstico al permitir: detectar infecciones tempranas en determinados animales (transmisión 

vertical en terneros recién nacidos o con anticuerpos calostrales, o nuevas infecciones antes del 

desarrollo de anticuerpos), verificar resultados de pruebas serológicas no concluyentes (resultados 

positivos débiles o inciertos), determinar la presencia del genoma viral en linfomas o tejidos 

tumorales para confirmar/descartar el diagnóstico presuntivo de LBE o frente a casos sospechosos 

en medias reses provenientes de mataderos, además permite certificar el estado de libres de BLV en 

bovinos antes de su introducción en centros de inseminación artificial o en ensayos de producción 

de vacunas (EFSA AHAW Panel, 2017; OIE, 2021). 

 

7 VENTAJAS DE LA QPCR FRENTE A OTRAS VARIANTES  

La PCR cuantitativa (qPCR) es un método revolucionario basado en la PCR convencional 

desarrollada por Kary Mullis en los años 80 que permite detectar ADN/ADNc a partir de pequeñas 

cantidades, amplificándolas hasta más de un billón de veces (Mullis 1990). 

Esta técnica combina la amplificación y la detección en un mismo paso, al correlacionar el 

producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una señal de intensidad de fluorescencia 

(fluoróforo) (Brechtbuehl, 2001). Presenta ventajas importantes frente a la PCR convencional como 

son: reproducibilidad, alta especificidad, detección de productos inespecíficos a partir de un 

software provisto por el equipo, mediante la gráfica de la curva de disociación o curva de melting 

(Tamay de Dios L et al., 2013), amplio rango de detección (Brechtbuehl  K. et al., 2001; Wong & 

Medrano, 2005) y rapidez en la visualización del producto ya que no es necesario realizar una 

electroforesis posterior, evitando la contaminación con amplicones. Además, su alta sensibilidad 

permite detectar diferencias de una sola copia de ADN (Wong & Medrano, 2005). 

Existen dos tipos de cuantificaciones: a) la cuantificación absoluta mediante qPCR permite 

determinar el número exacto de moléculas de ADN o ARN en una muestra y se utiliza para 
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determinar carga virales, o presencia o ausencia de secuencias de ácidos nucleicos específicas de 

agentes patógenos y transgénicos; y b) la cuantificación relativa mediante PCR con transcripción 

reversa cuantitativa (RT-qPCR) utilizada principalmente para los ensayos de expresión génica, en 

los que se mide los cambios en el estado basal de un gen de interés versus un gen endógeno o 

housekeeping, por ejemplo: genes de expresión constitutiva, genes del ARN ribosomal (Spanakis, 

1993), ARN total (Bustin, 2000) o ARNm múltiples (Pfaffl, 2004). 

La estandarización y aplicación de estas técnicas implican una comprensión clara de las 

muchas opciones disponibles (Wong & Medrano, 2005) así como también la disponibilidad de 

recursos técnicos, de costosos equipamientos y reactivos. La elección de los genes endógenos 

también constituye un punto crítico en la utilización de esta metodología (Bustin et al., 2009). Sin 

embargo, las ventajas descritas previamente que ofrece esta técnica frente a las demás, sumado a la 

posibilidad de desarrollo y aplicación de nuevos protocolos experimentales, más precisos, 

confiables y reproducibles hacen de esta metodología uno de los métodos de cuantificación más 

utilizados. 

 

8 USO DE PCR EN ESTUDIOS DE SEGUIMIENTO DE ANIMALES INFECTADOS 

Como se mencionó anteriormente, el desarrollo de la enfermedad varía entre los bovinos 

infectados por BLV y se ajusta al fenómeno iceberg de las infecciones, como consecuencia de la 

interacción dinámica entre el virus y el sistema inmune. A fin de dilucidar el potencial de 

transmisión del BLV en animales linfocitóticos, en el Laboratorio de Virología de la Facultad de 

Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires 

(UNCPBA), en colaboración con establecimientos lecheros de diferentes cuencas lecheras de 

Argentina, se llevaron a cabo estudios de respuesta inmune humoral mediante ELISA y carga 

proviral (CPV) mediante PCR convencional semicuantitativa, diferenciando dos perfiles de 

infección (Juliarena et al., 2007). Un perfil característico de los animales LP, los cuales presentan 

una fuerte respuesta inmune contra dos proteínas estructurales de la cápside y la envoltura viral, la 

p24 y la gp51 respectivamente, y un número de copias de provirus integrado por ug de ADN mayor 

a 100.000; estos animales constituyen el perfil de alta carga proviral (ACPV). Por otro lado, se 

caracterizó el perfil de animales con baja carga proviral (BCPV), con exiguo número de linfocitos 

infectados en sangre periférica, una carga proviral prácticamente indetectable (menor a 100 copias 

de provirus integrado por ug de ADN) y un bajo título de anticuerpos contra gp51 y p24. Lo 

llamativo fue que dentro del grupo de animales no LP, se pudieron identificar dos subgrupos: un 

40% de los bovinos presentaron perfil de ACPV y un 60% de BCPV. En conclusión, el perfil de 

BCPV representa el 15-25% de los animales infectados y son siempre asintomáticos; mientras que 
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el perfil de ACPV está compuesto por un 60% de animales hematológicamente normales y todos 

los animales que desarrollan LP y/o linfosarcoma.  

 

9 ESTANDARIZACIÓN DE UNA QPCR: NUESTRA HERRAMIENTA MÁS ÚTIL  

El uso de la PCR para determinar la carga proviral es crucial para clasificar a los animales 

dentro de un establecimiento lechero de acuerdo con el riesgo de transmisión y a su pronóstico. En 

el laboratorio hemos estandarizado y perfeccionado en los últimos años esta herramienta útil para 

detectar la CPV, utilizando el método de cuantificación absoluta por qPCR (Farias et al., 2016). 

Para ello se construyó una curva estándar, utilizando un plásmido que lleva integrada una copia del 

genoma completo de BLV bajo el control de su propio promotor LTR (gentilmente cedido por la 

Dra. Buehring, UCLA, Berkeley, USA). Para la obtención del plásmido se transformaron las 

bacterias TOPO10 con el plásmido y luego se purificó y cuantificó la concentración de ADN 

plasmídico. Posteriormente, se realizó una curva estándar de 6 diluciones (por triplicado) en base 

10 con un rango dinámico de 1x106 a 10 copias de BLV, incluyendo un control sin templado en 

cada experimento. Se amplificó el gen pol del BLV, ya que es una región altamente conservada, y 

los primers utilizados para la amplificación se diseñaron sobre la base de datos de secuencias ya 

publicadas, disponibles en el GenBank, utilizando el programa Primer Express®. 

Para validar este tipo de reacciones, se debe tener en cuenta: (I) la pendiente de la recta de 

amplificación (slope) la cual debe estar entre -3.58 y -3.10, siendo óptima una pendiente de -3.3 y 

(II) el coeficiente de correlación (R2) que refleja la linealidad de la curva e indica cuán bien los datos 

se ajustan a la misma. La eficiencia se calcula a partir de la pendiente de la curva estándar, de 

acuerdo a la ecuación de Pfaffl E=10[-1/slope] (Pfaffl, 2001). 

De acuerdo a la pendiente de la curva estándar (pendiente típica -3,376 y un R2 = 0,974), se 

calcularon las eficiencias de las reacciones las cuales oscilaron entre 99,1 y 99,8 % (Farias et al., 

2016).  

Utilizando esta qPCR, analizamos la carga proviral en las células mononucleares de sangre 

periférica (PBMC) y las células somáticas (CS) de la leche (Ladera et al., en preparación) de los 

animales positivos para BLV. Se clasificaron como de ACPV cuando poseían más de 1000 copias 

de BLV por reacción de 30 ng de ADN, y de BCPV cuando presentaban menos de 100 copias de 

BLV por reacción de 30 ng de ADN (Farias et al., 2016). En nuestra experiencia, trabajando con 

diferentes rodeos lecheros durante más de 10 años, el perfil de ACPV y BCPV de un animal está 

bien definido; si algún animal presenta una carga proviral entre 100 y 1000 copias, generalmente es 

circunstancial y se debe volver a analizar en un muestreo posterior. Por eso, es importante destacar 
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que la carga proviral se debe evaluar al menos 2 veces con un intervalo de 6 meses, antes de 

clasificar cada animal en uno u otro grupo (Juliarena et al., 2007).  

En la literatura se describen diferentes maneras de medir y expresar la carga proviral por 

qPCR (Sajiki et al., 2017; Benitez et al., 2019; Mekata et al., 2018; Ruggiero, 2019; Kobayashi et 

al., 2019). A pesar de las diferencias en las metodologías, parece claro que los animales que portan 

menos cantidad de provirus son menos susceptibles de infectar a otros animales (Kuczewski et al., 

2021; Lohr et al., 2022). 

 

10 CARACTERIZACIÓN INMUNOLÓGICA DE LAS PBMC PROVENIENTES DE 

ANIMALES CON DISTINTOS PERFILES DE INFECCIÓN UTILIZANDO LA TÉCNICA 

DE QPCR 

Varios estudios han demostrado que la infección por BLV conduce a una alteración en la 

producción de citoquinas, la proliferación de células inmunes y la apoptosis, evidenciada en 

animales linfocitóticos (Debacq et al., 2003); esta función anormal del sistema inmune se ha 

asociado con una mayor susceptibilidad al desarrollo de otras enfermedades infecciosas (Frie & 

Coussens, 2015). En nuestro laboratorio hemos llevado a cabo diferentes estudios con el fin de 

caracterizar inmunológicamente a los animales con distintos perfiles de infección. Por un lado, 

encontramos que los animales de BCPV presentaron bajo porcentaje de células B, mayor porcentaje 

de linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+, mayor apoptosis temprana y tardía de los linfocitos B (CD21+) 

CD11+CD5+ y menor viabilidad en comparación a los animales de ACPV (Nieto Farias et al., 2018). 

Por otro lado, caracterizamos el perfil de expresión de citoquinas en los animales infectados. 

Para ello estandarizamos una RT-qPCR para la cuantificación relativa de genes de algunas 

citoquinas. Encontramos que las PBMC de los animales infectados con BLV expresaban niveles 

significativamente mayores de ARNm de interleuquina (IL)-12 respecto a los animales no 

infectados; esta citoquina es fundamental para la inducción de la respuesta de tipo T-helper 1 (Th1). 

Al analizar las células provenientes de animales con ambos perfiles de infección, se evidenció que 

no había diferencias significativas en la expresión de IL-12; sin embargo, los animales con BCPV 

mostraron una expresión significativamente mayor de interferón-gamma (IFN-γ), citoquina Th1 

clave en la respuesta celular antiviral (Farias et al., 2016).  

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), citoquina fundamental en la respuesta de los 

animales frente a las infecciones virales, junto a sus receptores TNFRI y TNFRII integran un 

complejo sistema en el cual las señales apoptóticas y anti-apoptóticas activadas por el TNF-α 

determinan si la salida final será la muerte (involucrado fundamentalmente TNFRI) o la 

supervivencia/proliferación celular (involucrado fundamentalmente TNFRII) (Cabal-Hierro & 
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Lazo, 2012). Es importante tener en cuenta que los TNFRs pueden actuar independiente o en forma 

cooperativa, dependiendo de las concentraciones del ligando, el tipo de ligando (de membrana o 

soluble) y la cantidad de señales apoptóticas y anti-apoptóticas; vale decir, entonces, que se trata de 

un delicado equilibrio entre ambos receptores y los factores influyentes que hacen que el destino 

final de la célula sea la muerte o la proliferación. Utilizando la cuantificación relativa por RT-qPCR, 

se evidenció que las PBMC de los animales con BCPV presentaban una menor expresión de ARNm 

de TNF-α y una mayor expresión ARNm de TNFRI respecto al grupo no infectado; mientras que 

los animales de ACPV presentaban una disminución significativa en la expresión de ARNm de 

TNF-α y TNFRII respecto al mismo grupo (Lendez et al., 2021).  

Es importante tener en cuenta que la respuesta inmune puede verse alterada por diferentes 

factores, principalmente en animales de alta producción lechera. Se ha demostrado que el estrés por 

calor inhibe la expresión de genes involucrados en la activación de células T, influyendo en el 

equilibrio de células de perfil Th1/Th2 y la producción de citoquinas (Caroprese et al., 2012; 

Elenkov et al., 2000; Park et al., 2005). En concordancia con estudios realizados por do Amaral y 

colaboradores, hemos observado que el estrés por calor afecta el patrón de expresión de TNF-α y 

sus receptores en vacas lecheras de alta producción residentes en una región caracterizada por una 

extrema estacionalidad climática, disminuyendo la expresión de ARNm de dichos mediadores en 

animales expuestos a Índices de Temperatura y Humedad (ITH) mayores a 68 (do Amaral et al., 

2010; Lendez et al., 2021). Resultados preliminares de nuestro grupo de investigación han 

demostrado que el estrés por calor afecta la expresión del TNF-α y sus receptores en animales 

infectados por BLV, pero de una manera diferentes según el perfil de infección de dichos animales, 

y apoyan la hipótesis de que aquellos que desarrollan ACPV presentan una alteración en su 

homeostasis lo cual se traduce en una deficiencia de su sistema inmune (Lendez et al., en 

preparación). 

Los resultados aquí presentados constituyen un aporte más para la comprensión de la 

patogénesis de la LEB y de la dinámica viral de un agente etiológico que ocasiona importantes 

pérdidas económicas. La infección por BLV evoluciona de manera diferente según las 

características del huésped, el desarrollo de uno u otro perfil de infección depende de variables 

genéticas, epigenéticas, inmunológicas y virales, ensayos preliminares proponen al estrés por calor 

como una nueva variable que podría influir en el progreso de la infección y, en consecuencia, de la 

enfermedad. 

Las técnicas de qPCR estandarizadas y perfeccionadas en nuestro laboratorio nos han 

permitido determinar el número exacto de copias de provirus integrado en el ADN de las PBMC, 

incluso en aquellos animales en los cuales dicho número era mínimo (10 copias). Esto constituye 
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un importante avance en la caracterización de los animales infectados con el BLV frente a las 

técnicas aplicadas con anterioridad. Por otra parte, la cuantificación relativa de ARNm por RT-

qPCR han permitido profundizar el estudio del sistema inmune de estos animales; nuestros estudios 

indican que los animales que desarrollan BCPV son más eficientes para controlar la infección por 

BLV ya que sus PBMC mantienen un estado pro-apoptótico y anti-proliferativo (Farias et al., 2016; 

Lendez, 2020; Nieto Farias et al., 2018; Lendez et al., en preparación), junto con una mayor 

expresión de citoquinas del perfil Th1, logrando mantener un sistema inmune competente, es por 

ello que a estos animales los llamamos “controladores” (Figura 1). 

 

Figura 1. Representación esquemática de la respuesta inmune frente al BLV en los animales “controladores” de la 

infección. 

 

 

11 CARGA PROVIRAL EN GLÁNDULA MAMARIA 

Por último, algunos autores relacionan a la infección con BLV con una mayor 

susceptibilidad a desarrollar mastitis (Motton & Buehring, 2003; Sandev et al., 2004; Martínez 

Cuesta et al., 2018). Por lo tanto, nos propusimos realizar determinaciones de carga proviral 

mediante qPCR a partir del ADN obtenido de las CS de la glándula mamaria bovina. En las CS de 

todos los animales infectados con BLV evaluados se detectó el genoma viral, aunque con menor 

carga proviral en ese órgano y sin correlación con la detectada en sangre periférica. Además, se 

realizaron estudios preliminares de expresión de citoquinas y se observó una menor expresión de 

IL-6 e IL-10 en glándula mamaria en los animales infectados. Esto implicaría una reducida respuesta 

de tipo Th2 frente al virus en este compartimento (Ladera et al., en preparación). 
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12 USO DE LA QPCR PARA EL CONTROL DEL BLV 

En regiones o países con bajas prevalencias de infección, las medidas de control oficiales 

del BLV incluyen el monitoreo continuo, la supervisión en el ingreso y egreso de animales en las 

fronteras, el control de los movimientos dentro del país y la detección y eliminación de animales 

positivos (Rhodes et al., 2003; SENASA, 2005; OIE, 2021). Sin embargo, tanto en nuestro país 

como en otros, con altas prevalencias de infección, este tipo de prácticas no son factibles debido a 

los costos elevados, a las dificultades para su gestión logística y la falta de resarcimiento económico 

para los productores. Se han evaluado y se están ensayando modelos de vacunas contra el BLV, 

pero aún no existe una vacuna comercial disponible (Gutiérrez et al., 2014; Abdala et al., 2019).  

Numerosos estudios sugieren que los animales con ACPV representan un mayor riesgo para 

la transmisión tanto horizontal como vertical (Gutiérrez et al., 2014; Hopkins & DiGiacomo, 1997; 

Juliarena et al., 2007). Por lo tanto, cuantificar la carga proviral del BLV en diferentes tipos de 

muestras es primordial a fin de poder identificar las mayores fuentes de infección en un rodeo. 

Actualmente, cada vez más grupos de investigación enfocan sus esfuerzos en emplear y/o desarrollar 

nuevas variantes de la técnica de qPCR para detectar el genoma proviral a partir de diferentes tipos 

celulares obteniendo resultados altamente sensibles, específicos y eficientes tanto para realizar 

cuantificaciones absolutas o cuantificaciones relativas en muestras difíciles de purificar o con bajas 

concentraciones de material genético viral, como son muestras de saliva, secreciones nasales y leche 

(Jaworski et al., 2016; Watanabe et al., 2019; Watanuki et al., 2019; Yuan et al., 2015). Por lo tanto, 

la qPCR es una técnica altamente sensible y útil para detectar y cuantificar el genoma proviral de 

los BLV endémicos en diferentes países, siendo una herramienta disponible en diferentes regiones 

para hacer seguimiento de los animales infectados y controlar la diseminación de la infección en 

rodeos sanos. 

Por otro lado, los resultados que hemos obtenido haciendo uso de cuantificaciones absolutas 

y relativas mediante qPCR permitieron consolidar la idea de que los animales de ACPV tienen una 

respuesta antiviral menos eficiente, mientras que los animales con BCPV poseen una respuesta más 

eficaz capaz de controlar al BLV mediante mecanismos de inmunidad celular, y además son menos 

eficientes para transmitir el virus.  

Por lo tanto, en vista de todas las alteraciones que sufre el animal desde el punto de vista 

inmunológico, sugerimos como una medida de control del BLV más eficiente y factible, determinar 

la carga proviral y reemplazar a los animales infectados que desarrollan ACPV por animales 

“controladores”.  
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