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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la prueba de RT-PCR, para detectar el virus de leucosis 
enzoótica bovina y compararlas con las pruebas de nPCR y AGID en 42 animales de la raza Guaymí 
de 5 regiones de Panamá. La prueba de AGID identificó el menor número de animales positivos (52%) 
comparada con la nPCR (71%) y PCR en tiempo real, RT-PCR (76%). Cuatro animales positivos a la 
prueba de AGID fueron negativos a la prueba de nPCR y dos animales positivos a esta misma prueba 
fueron negativos a la RT-PCR. 11 de los 20 animales negativos por AGID dieron positivo a nPCR y 12 de 
los 20 animales negativos a AGID fueron positivos a RT-PCR. Respecto a las pruebas moleculares, de los 
12 animales que resultaron negativos a la prueba de nPCR, cinco resultaron positivos a la RT-PCR y de 
los 10 animales negativos a RT-PCR, 3 resultaron positivos a nPCR. La sensibilidad del nPCR respecto a 
AGID fue de 82% mientras que la especificidad fue de 40%. La prueba de concordancia entre pruebas 
fue de k= 0.316, considerada débil mientras que la sensibilidad del RT-PCR respecto a la AGID fue de 
91% con una especificidad de 40%; la prueba de concordancia entre ambas pruebas fue de k=0.222 
considerada también débil. La técnica de RT-PCR se presenta como una alternativa viable dentro del 
grupo de técnicas para el diagnóstico del virus de la leucosis enzoótica bovina, particularmente en un 
eventual programa de control y su erradicación en centros de conservación de razas criollas donde se 
requiere mantener un estricto control de la salud animal. 
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Evaluation of real time PCR in the diagnosis of bovine leukemia virus in a local breeds from 
Panama

sUmmarY

The objective of this work was to evaluate the RT-PCR test, to detect the bovine enzootic leukosis virus 
and compare them with the nPCR and AGID tests in 42 animals of the Guaymi breed from 5 regions of 
Panama. The AGID test identified the lowest number of positive animals (52%) compared to nPCR (71%) 
and real-time PCR, RT-PCR (76%). Four animals positive to the AGID test were negative to the nPCR and 
two animals positive to this same test were negative to RT-PCR. 11 of the 20 AGID negative animals tested 
positive for nPCR and 12 of the 20 AGID negative animals tested positive for RT-PCR. Regarding molecular 
tests, of the 12 animals that were negative for the nPCR, five were positive for RT-PCR and 10 animals ne-
gative for RT-PCR, 3 were positive for nPCR. The sensitivity of nPCR to AGID was 82% while the specificity 
was 40%; the concordance test between nPCR and AGID was k = 0.316, considered weak while the 
sensitivity of RT-PCR with AGID was 91% with a specificity of 40%; the concordance test between the two 
tests was k = 0.222 also considered weak. The RT-PCR technique is presented as a viable alternative within 
the group of techniques for the diagnosis of bovine enzootic leukosis virus, particularly in an eventual control 
program and its eradication in conservation centers of Creole races where it is required to maintain a strict 
control of animal health.
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INTRODUCCIÓN

El virus de la leucosis bovina es un retrovirus exó-
geno, causante de la Leucosis Enzoótica Bovina (LEB), 
la enfermedad neoplásica más común del ganado a 
nivel mundial, exceptuando a la mayoría de los países 
europeos que han instaurado programas de erradica-
ción (Beyer et al., 2002; Rodríguez et al., 2011; Morato-
rio et al., 2013). La infección se transmite horizontal-

mente mediante, la transferencia de células infectadas 
por contacto directo, ingestión de leche y mediante 
insectos hematófagos (Ferrer et al., 1979; Gillet et al., 
2007). También se ha demostrado la transmisión ver-
tical (madre-hijo) vía uterina (Van derMaaten et al., 
1981; Romero et al., 1983; Lassauzet et al., 1991). El 
30% de los animales infectados pueden presentar una 
linfocitosis persistente (PL), particularmente por incre-
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mento de linfocitos B. Entre 1 y 5% de los casos puede 
manifestarse como linfoma de células B, después de 
un prolongado periodo de latencia (Panei et al., 2013) 
causada por una represión del virus (Kettman et al., 
1980), como una estrategia de evasión a la respuesta 
inmunológica, permitiendo el desarrollo de masas tu-
morales (Merimi et al., 2007). 

La técnica de inmunodifusión en gel de agar 
(AGID), ha sido un indicador de infección por BLV 
durante décadas pasadas y sigue siendo la prueba ofi-
cial de referencia para el transporte de animales dentro 
del país, aunque tiene un bajo costo, actualmente se ha 
demostrado ser una prueba menos sensible comparada 
con técnicas más recientes como ELISA y la PCR (Bue-
hring et al., 2003). La prueba de AGID no puede dis-
tinguir entre los anticuerpos adquiridos pasivamente 
(calostrales) y los adquiridos mediante infección natu-
ral (Hugh-Jones, 1992). Otra desventaja que presentan 
estas técnicas es que no pueden detectar animales jó-
venes infectados o animales en estadios tempranos de 
la infección. La prueba de PCR ha sido utilizada para 
la detección temprana del LEB en animales menores 
de seis meses (Agresti et al., 1993; Kelly, 1993) y evita 
reacciones falsas positivas causadas por transferencia 
pasiva de inmunoglobulinas a través del calostro. Otra 
ventaja radica en la capacidad para detectar el virus 
en animales inmunotolerantes (Fechner et al., 1996). 
La PCR en tiempo real (RT-PCR) presenta ventajas en 
comparación con la PCR en punto final y PCR anida-
da (nPCR), como menor tiempo en la ejecución del 
ensayo, pues se elimina el tiempo en que se realiza la 
electroforesis para la visualización de los productos de 
la PCR y permite el diagnóstico en un mayor número 
de muestras, igualmente disminuye la posibilidad de 
contaminación cruzada, ya que es innecesaria la mani-
pulación de los productos de la PCR y presenta mayor 
sensibilidad, además el costo de los reactivos que van 
disminuyendo cada año (Kubista et al., 2006). En la ac-
tualidad la OIE en su manual de enfermedades terres-
tres tiene como métodos analíticos aprobados para el 
diagnóstico de la BLV, la PCR, AGID y ELISA, aunque 
las más recomendadas y validadas son las dos últimas 
mencionadas (OIE, 2018).  El objetivo de este trabajo 
fue evaluar la prueba de RT-PCR, para la detección 
del virus de leucosis enzoótica bovina y compararlas 
con las pruebas de nPCR y la AGID en el contexto de 
la conservación de razas localmente adaptadas como 
la raza Guaymí, y la integración de un plan sanitario 
de prevención y control en centros de conservación de 
razas criollas en riesgo de extinción.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se utilizaron las tres técnicas de diagnóstico para 
la detección del virus de (LEB) en 42 bovinos crio-
llos Guaymí de 5 regiones de la República de Panamá 
(Calabacito, 9; Chiriquí, 8; El Coco, 11. El Ejido, 7; Río 
Hato, 7) desarrollados en los laboratorios de Análisis 
y Biología Molecular Aplicada (LABMA) y en los, la-
boratorios de Agrobiotecnología y Salud Animal del 
Instituto de Investigación Agropecuaria de Panamá. 
Se obtuvieron 5 ml de sangre en tubos con anticoagu-
lante EDTA de muestras de 33 hembras y 9 machos de 
cinco fincas propiedad del IDIAP; mediante las técni-

cas de AGID, nPCR y RT-PCR. Se utilizó el kit marca 
PORQUIER® IDG de Leucosis Bovina, para realizar el 
diagnóstico de AGID, en el laboratorio de Salud animal 
del Centro de Investigación Agropecuaria del IDIAP, 
Divisa. La extracción del ADN se realizó mediante 
el reactivo comercial, QuickExtract™ de Epicentre al 
aislado de PBMC, el cual consta de la aplicación de 500 
ul del producto, un pase de vórtex por 15 segundos y 
calentar a 65°C por 6 minutos, posteriormente aplicar 
vórtex y calentar a 98°C por 2 minutos. Con este pro-
cedimiento se logró obtener una concentración pro-
medio de 218 ng/ul de ADN genómico. Para aplicar 
la técnica de nPCR, se aplicó el protocolo desarrollado 
por Villalobos et al. (2017). Con el ADN extraído se 
aplicaron las dos técnicas de PCR, la nPCR y RT-PCR. 
Con la técnica de nPCR, se utilizó una región altamen-
te conservada del gen env que codifica la proteína de 
la cápside gp51. Se empleó el protocolo modificado 
de Beier et al. (2001). La primera reacción se realizó 
a un volumen final de 30 μl que contenía 70-100 ng 
de ADN, 0.5 mM de cada oligonucleótido Forward-
env 5032 (5’-TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA-3’) 
y Reverse-env 5608r (5’-AACAACAACCTCTGGG-
GAGGGT-3’), 0.2 mM de cada dNTP, 1X de tampón 
PCR, 1.5 mM MgCl2 y 1U de Taq DNA Polimerasa. 
En la segunda reacción se utilizó como ADN molde 3 
μl del producto de PCR de la primera amplificación, 
las mismas concentraciones de los otros reactivos y 
los oligonucleótidos Forward-env 5099 (5’CCCACA-
AGGGCGGCGCCGGTTT-3’) y Reverse-env 5521r 
(5’GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG-3’). El perfil 
térmico incluyó una etapa de desnaturalización inicial 
a 94°C durante 9 minutos, seguido por 35 ciclos de 
95°C durante 30 segundos, 62°C durante 30 segundos 
y 72°C durante 1 minuto, para terminar con una ex-
tensión final a 72°C durante 4 minutos. En la segunda 
reacción las condiciones de amplificación fueron las 
mismas, excepto que la temperatura de anillamiento se 
aumentó a 70°C (Licursi et al., 2003).  La identificación 
de los animales positivos a la presencia del provirus se 
hizo mediante un analizador de fragmentos de elec-
troforesis capilar marca QIAgen®. La presencia de una 
banda de 444 pares de bases se tomó como indicativo 
que el animal era positivo al provirus, utilizando un 
marcador QX DNA SizeMarker 25–500bp (50 ul) v2.0 
de QIAgen®. El protocolo de RT-PCR se basó en el gen 
pol del virus (Heenemann et al., 2012) de LEB median-
te el kit 2x QuantiTecProbe PCR master mix ajustado a 
un volumen final de 25ul, 10uM de cebador BLV-pol-s 
Forward (5’-CCCTGGCCTACTTTCAGACC-3’), 10uM 
BLV-pol-as Reverse (5’-CTTGGCATAAGAGCTTAA-
GGCC-3’), 9.25uM BLV polprobe (5’- TTGACTGA-
CAACCAAGCCTCACCT-3’). El extremo 5 ‘de BLV 
polprobe se etiquetó con 6-carboxifluoresceína (FAM) y 
el extremo 3’ fue etiquetado con el agujero negro quen-
cher 1 (BHQ1). La reacción se llevó a cabo usando un 
sistema de PCR en tiempo real con el siguiente perfil 
de temperatura: 95°C por 15 minutos, seguido de 45 
ciclos de 94°C a 15 segundos de desnaturalización y 
60°C por 60 segundos de anillamiento/extensión. Los 
datos de fluorescencia se recolectaron durante el paso 
de anillamiento/extensión en el canal FAM-Green. Se 
consideraron positivas las muestras con valores de Ct 
entre 22 y 39 (Henneman et al., 2012). Para determinar 
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los parámetros de sensibilidad, especificidad y con-
cordancia (valor kappa) entre las pruebas de nPCR, 
RT-PCR y AGID se utilizaron tablas de contingencia 
(2x2) empleando el programa computacional WinEpi 
2.0 (de Blas et al., 2006). Todos los análisis se realizaron 
con un nivel de confianza de 95%.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En Panamá las razas locales Guaymí y Guabalá, 
recuperaron su valor, cuando se logró demostrar su 
singularidad, estructura genética y su relación con 
otras poblaciones bovinas de Iberoamérica (Villalobos 
et al., 2010; Delgado et al., 2011; Martínez et al., 2012), 
en el marco del proyecto Biobovis de la Red Conbiand, 
previamente establecida como Red CYTED XII- H (Del-
gado 2002). Este logro llevó a la reformulación del 
proyecto de conservación y uso de las razas criollas 
Guaymí y Guabalá en Panamá, iniciado décadas antes 
sin obtener mayor impacto que el de mantener un solo 
núcleo de conservación en la región occidental de país, 
con el riesgo de perderlo por efecto de la endogamia 
o la posible incidencia enfermedades. Es así como este 
proyecto de conservación implicaría la ejecución de un 
estricto programa sanitario que evite el contagio de las 
enfermedades más importantes en el país, particular-
mente la leucosis enzoótica bovina, por tanto, era rele-
vante para el mismo, presentar los primeros trabajos de 
diagnóstico molecular de BLV con RT-PCR en Panamá 
y compararlos con dos técnicas utilizadas actualmente. 

De los resultados obtenidos en la prueba AGID (ofi-
cial en la República de Panamá), se detectó un menor 
número de animales positivos (52%) comparada con la 
PCR anidada, nPCR (71%) y PCR en tiempo real, RT-
PCR (76%) (Figura 1).

Cuatro animales positivos a la prueba de AGID 
resultaron negativos a la prueba de nPCR y dos ani-
males positivos a esta misma prueba fueron negativos 
a la RT-PCR. Además, de los 20 animales negativos por 
AGID, 12 dieron positivo a nPCR y de los 20 animales 
negativos a AGID 12 resultaron positivos a RT-PCR. 
Respecto a los resultados entre las pruebas molecu-
lares, de los 12 animales que resultaron negativos a 
la prueba de nPCR, cinco resultaron positivos a la 

RT-PCR y de los 10 animales negativos a RT-PCR, 3 
resultaron positivos a nPCR (Tabla I).

La prueba de concordancia entre AGID vs RT-PCR 
fue de k= 0.316, considerada débil mientras que la 
prueba de concordancia entre AGID vs nPCR fue de 
k=0.222 considerada también débil. La prueba de con-
cordancia entre nPCR vs RT-PCR fue de k=0.509 con-
siderada moderada. 

La sensibilidad del nPCR respecto a AGID como 
prueba de referencia fue de 82% mientras que la especi-

Tabla I. Comparación de resultados entre AGID, 
nPCR y RT-PCR con los respectivos valores de 
kappa en el diagnóstico de BLV (Comparison of results 
between AGID, nPCR and RT-PCR with the respective kappa val-
ues in the diagnosis of BLV).

+ AGID - AGID TOTAL

+ RT-PCR 20 12 32

- RT-PCR 2 8 10

22 20 42

Kappa = 0.316

+ AGID - AGID TOTAL

+ nPCR 18 12 30

- nPCR 4 8 12

22 20 42

Kappa = 0.222

+ nPCR - nPCR TOTAL

+ RT-PCR 27 5 32

- RT-PCR 3 7 10

30 12 42

Kappa = 0.509

Figura 1. Comparación resultados de las pruebas de 
AGID, nPCR y RT-PCR de leucosis enzoótica bovina 
en la raza Guaymí. (Comparison test results for AGID, nPCR 
and RT-PCR of bovine enzootic leukosis in the Guaymí breed).

ficidad fue de 40%. La sensibilidad del RT-PCR respec-
to a la AGID fue de 91% con una especificidad de 40%. 
La sensibilidad de RT-PCR vs nPCR fue de 90% con 
una especificidad de 58%. Los valores reportados son 
similares a los de Felmer et al. (2006) cuando compara 
nPCR vs AGID (sensibilidad 96%, especificidad 45% y 
k=0.45), sin embargo, son más bajos que los reportados 
por Lamas et al. (2012) al comparar nPCR, RT-PCR y 
utilizando AGID como prueba de oro.

En el presente estudio, realizado en Panamá, se 
introduce un método más, rápido, de mayor sensi-
bilidad y especificidad y con menos contaminación 
para la detección del provirus BLV en PBMC de gana-
do potencialmente infectado (Henneman et al., 2012) 
particularmente en una raza localmemnte adaptada 
incluida en núcleos de conservación, donde se requiere 
un tratamiento diferenciado en que se espera obtener 
una mayor certeza de la infección del virus en sangre y 
mantener los hatos libres. En contraste con la mayoría 
de los ensayos de PCR anidada donde se utiliza el gen 
env o gag del virus (Felmer et al., 2004; Villalobos et al., 
2017), este trabajo se enfocó en secuencias conservadas 
del gen pol, adecuadas para un ensayo en tiempo real 
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basado en exonucleasa 5’ (Heeneman et al., 2012). La 
técnica de RT-PCR descrita en el presente trabajo tiene 
capacidad de detectar entre 1 a 5 moléculas de la se-
cuencia objetivo (Hennemann et al., 2012) por lo que 
son de gran utilidad en los servicios de vigilancia vete-
rinaria, particularmente en animales cuyos porcentajes 
de infección del provirus en la fase asintomática son 
menos del 1% en PBMC (Gillet et al., 2007). También 
como herramienta en situaciones con ganado cuya 
carga genética incluye alelos del complejo mayor de 
histocompatibilidad clase II (BoLA-DRB3.2) asociados 
a resistencia al virus y animales infectados por BLV con 
baja o indeterminada respuesta humoral (Mirsky et al., 
1998; Juliarena et al., 2007; Dube et al., 2009). 

Se ha demostrado recientemente que poblaciones 
criollas como la raza Blanco Orejinegro presentan fre-
cuencia de alelos favorables a la resistencia del virus 
como el alelo BoLA-DRB3*0902 o BoLA-DRB3*1701 
(Úsuga-Monroy et al., 2018). La presencia de estos ale-
los les permite mantener bajos títulos de anticuerpos 
contra las proteínas gp51 y p24 y una carga proviral 
baja, evitando el contagio entre animales, (Juliarena 
et al., 2009; Juliarena et al., 2016). En un estudio reali-
zado con la población Guaymí y Guabalá en Panamá 
(Villalobos et al., 2018), se identificaron alelos del Bo-
LA-DRB3*0101, BoLA-DRB3*1101 y BoLA-DRB3*3001, 
mismos que fueron reportados por Yoshida et al. (2011) 
y Nikbakht et al. (2016) como alelos asociados a resis-
tencia a la mastitis y con bajos títulos de anticuerpos 
contra gp24; otros autores los han reportado también 
como alelos favorables a resistencia a BLV (Hernández 
et al., 2018), por lo tanto, en el caso que exista algún 
animal identificado como positivo, pero con una car-
ga proviral baja, se espera que el riesgo de contagio 
disminuye significativamente (Juliarena et al., 2017) 
por lo que sería innecesaria la eliminación de un ani-
mal dentro del hato o su sacrificio. Normalmente los 
programas de conservación se trabajan con números 
reducidos de animales, cada uno de estos ejemplares 
tiene un valor muy alto y no es suficiente obtener un 
diagnóstico positivo de la enfermedad. En este caso se 
destaca la importancia de incluir en un futuro cercano, 
la RT-PCR como técnica diagnóstica a elegir y en caso 
de que sea positivo, determinar la carga proviral, par-
ticularmente en razas criollas, incluidas dentro de pro-
gramas de conservación como la Guaymí y Guabalá. 

Este hecho justificaría que los protocolos de diag-
nóstico molecular de BLV, deben incluirse en un for-
mato anidado o en RT-PCR para obtener resultados 
con mayor precisión. En relación con los resultados 
obtenidos entre RT-PCR y nPCR, la diferencia en cuan-
to a la detección de animales positivos fue mínima (76 
vs 71, respectivamente), empero, la ventaja de PCR en 
tiempo real radica en que es un procedimiento más 
corto, totalmente automatizado, no se requiere proce-
dimiento post-PCR, la colecta de datos es en tiempo 
real durante la fase de crecimiento exponencial, mayor 
rango dinámico de detección, es posible cuantificar el 
número de copias presentes en la muestra analizada y 
es más fácil de realizar para pruebas de alto rendimien-
to. Además, la PCR en tiempo real es menos propensa 
a la contaminación cruzada (Petersen et al., 2018). En 
relación con las diferencias obtenidas entre AGID y las 

RT-PCR los resultados concuerdan con los reportados 
por Jimba et al. (2012), la AGID es la prueba estándar 
en muchos países, no obstante, se ha demostrado que 
la misma tiene una menor sensibilidad comparada con 
cualquiera de las pruebas de ELISA, nPCR y RT-PCR 
(Felmer et al., 2006; Jimba et al.,2012; Villalobos et al., 
2017). Aun así, AGID todavía permanece dentro de las 
pruebas recomendadas en el libro de enfermedades 
terrestres de la organización mundial de sanidad ani-
mal, debido a su buena especificidad, sencilla, fácil de 
realizar y su utilidad en esquemas de erradicación, sin 
embargo, tiene baja sensibilidad (OIE, 2018). Por otro 
lado, en proyectos de conservación, donde existen ani-
males domésticos en riesgo de extinción, se considera 
que AGID no sería recomendable su uso.

CONCLUSIONES

La prueba de RT-PCR resultó con mayor sensibili-
dad en el diagnóstico del virus de la leucosis enzoótica 
bovina comparada con las otras dos técnicas dentro del 
presente estudio.

La técnica de RT-PCR se presenta como una al-
ternativa viable dentro del grupo de técnicas para el 
diagnóstico del virus de la leucosis enzoótica bovina, 
particularmente en un eventual programa de control y 
su erradicación 

Dentro de los proyectos de conservación de razas 
criollas como la Guaymí y la Guabalá, se recomienda, 
evitar el uso de la técnica AGID y utilizar el diagnós-
tico de BLV, mediante las técnicas previamente eva-
luadas. Además, sumar el cálculo de la carga proviral 
con genotipado de gen BoLA-DRB3.2, para reducir las 
pérdidas de animales positivos y generar un acervo 
genético de animales resistentes.
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