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INTRODUCCION

Estudios epidemiolbgicos y experimentales han im-
plicado a un virus que tiene muchas de las caracteristicas
morfolbgicas descritas para los virus oncogénicos tipo C
y es considerado miembro de la familia Retroviridae,
como agente etiolégico de la forma enzoética adulta de
la leucosis bovina (3, 5, 8, 11, 16}. Han sido observadas
particulas del virus de la leucosis bovina (LB) en linfoci-
tos de vacas con linfosarcoma’y en algunas con linfocito-
sis y se ha aislado el virus de |ineas celulares derivadas de
linfosarcomas (4, 5). Se ha demostrado que el virus de
LB causa linfosarcoma en ovinos (14). El ganado infec-
tado con el virus de LB desarrolla anticuerpos circulan-
tes a varios antigenos asociados al virus (3, 10, 12, 16},
Se ha encontrado una incidencia mas alta de anticuerpos
contra el virus de LB en rodeos con historia de linfosar-
coma que en rodeos sin enfermedad clinica (10, 12, 16),
aunque esta relacidn no siempre se cumple ( * ).

Existen una serie de pruebas serologicas para detec-
tar animales infectados con virusde LB:

1. Prueba de fijacién de complemento (12).-
2. Inmunodifusién en gel de agar (13).-
3. Prueba de inmunofluorescencia (5).-
4. Radio-inmunc-ensayo (5).-

5. Prueba de neutralizacién del virus (7).-

6. Prueba de ELISA (1).-

Las tres Ultimas pruebas son consideradas las mas
sensibles (5).

Los anticuerpos fijadores de complemento son mas
freauentes en ganado que muestra signos clfnicos de la
enfermedad que en ganado infectado pero que no mues-
tra sintomatologfa (9). La prueba de fijaci6n de com-
plemento (FC) para detectar anticuerpos contra el virus
de LB parece tener més sensibilidad y especificidad que
la prueba hematoldgica (claves hematolbgicas), casi la

Comunicaclén personal del Dr. |.R.D. Schultz, Univers|-
dad de Auburn AL
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misma sensibilidad que la prueba de inmunofluorescen-
cia y mas sensibilidad que la inmunodifusién (ID), utili-
zando el antigeno p24 (3).

Los resultados de la prueba FC se correlacionan bien
con los de ID pero los titulos de FC varian en un amplio
rango; los resultados de FC son cuantitativos.

El presente trabajo describe la identificacién de las
clases de inmunoglobulinas con actividad fijadora de
complemento para antigenos del virus de LB. f

MATERIALES Y METODOS
ANTIGENOS DEL VIRUS DE LB
Se probaron tres antigenos del virus de LB diferentes*:

1. Virus libre de células producido en rifién fetal de
ovino (FLK).-

2. JABIAH.-

3. PM10-12/79, los dos Gltimos utilizados cominmente
para gel inmunodifusién .-

Los antigenos fueron estudiados en su:

Actividad anticomplementaria.-

. Actividad hemolltica.-

Actividad nc especifica.-

Actividad especifica con anticuerpos al virus de LB.-

PN~

El antigeno FLK libre de células fue el Onico que no
mostrd actividad anticomplementaria siendo el utilizado
en estos estudios. El antigeno fue concentrado cinco ve-
ces (por concentrador Minicon B 15) y titulado por el
sistema en microplaca (9, 17, 18), utilizdndose la dilu-
cibn 1/8.

¥ Obtenidos del Dr. R.D. Schultz. Universidad de
Auburn-Alabama, USA.-
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oUJERO Y ANTISUERO

El suero positivo a LB fue obtenido de un toro (Mar-
ge EAIC) con anticuerpos precipitantes a los antigenos
gp y p24 determinados por gel ID, dichos anticuerpos
han sido comprobados durante 10 afios sin que el animal
presentase signos clinicos o histolégicos de leucosis. El
suero fue inactivado a 56°C durante 30 minutos.

El suero fresco normal de bovino fue obtenido del

ternero nimero 451 (negativo a LB) y fue manipulado
de manera de conservar el complemento para proveer el
factor del suero fresco normal bovino necesario para la
fijacion del cnmplemento de cobayo por antigeno y an-
ticuerpos en suero bovino inactivado por calor. El suero
normal de bovinos de menos de un afio de edad es prefe-
rible porque, generalmente, muestra menos reacciones
inespec(ficas con antigenos tisulares que el suero de bo-
vinos adultos (2, 12). El suero normal fue fraccionado
en pequenas cantidades y congelado inmediatamente,
conservndose a -20°C; de esta manera conserva su acti-
vidad por unas tres semanas. El suero bovino fresco fue
agregado seglin recomendaciones (2, 12) al 5%/0 en el di-
luyente del complemento.
El suero negativo a LB fue obtenido del Dr. R. Schultz.
Anti-1gG y anti-IgM fueron preparaciones comerciales*.
Los antisueros para albimina bovina e IgA fleron obte-
nidos del Dr. R. D. Schultz.

COMPLEMENTO Y HEMOLISINA

Fueron estudiadas preparaciones comerciales de
complemento de conejo y cobayo. Para este estudio el
complemento de cobayo fue el més Gtil (6).

El complemento vy la hemolisina fueron titulados por
el sistema de microtitulacién en block. El complemento
de cobayo fue utilizado a una dilucién de 1/1200 con-
teniendo una unidad hemolitica (100%0) (2, 8,12, 17,
18).

SOLUCION SALINA DE BUFFER VERONAL (VBS)

Para la prueba de fijacién de complemento se utilizé
diluyente comercial ‘'en tabletas ** para FC a un pH de
7.2.

SEPARACION DE INMUNOGLOBULINAS

El suero, previamente a ser fraccionado por gel fil-
tracién en Sephadex G-200, fue dializado durante 24 hs.
a 4°C contra 10 volomenes de 0.01M Tris HCI , pH 8.0,
conteniendo 0.02 de Azida Sédica (NaN ) como preser-
vativo. Dos ml, de dicho suero positivo a LB fueron frac-
cionados en Sephadex G-200 en columnas de 2.5 x
100,*** utilizando 0.1M Tris HCI, pH 80, con
0.02°/0 NaN... Se colectaron fracciones de 4 ml,, medi-
das por absorvancia a 280 nm (Figura 1}; dichas fraccio-

nes fueron conservadas a 4°C (15).

IDENTIFICACION DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Antes de su utilizacidbn se hicieron mezclas de las
fracciones, segiin la ubicacién que tuvieron en la grafica
de la Figura 1, se liofilizaron y luego se reconstituyeron
segin se muestra en la Tabla |.

DOBLE DIFUSION EN AGAR

La clase de inmunoglubulina presente en cada frac-
ciébn mezclada de G-200 fue determinada por doble difu-
sibn en 0.75%0 agar Noble*, 0.75%/0 de gel agarosa
(HEEO ME) con 0.075M de buffer barbital. Cada frac-
cion fue enfrentada a antisuero monoespecifico prepa-
rado en conejos de 1gG, IgM, IgA bovina y albimina.

PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO
MODIFICADA

Previamente a su uso en la prueba de FC las fraccio-
nes obtenidas por gel filtracion fueron dializadas duran-

TABLA |

MI. de eluente de Tubo ndmero
G - 200
136-140 1
144-148 2
152 3
156 4
160 5
164 6
168-172 7
176-180 8
184 9
188 10
192 11
196-200 12
204-208 13
212-216 14
220-224 15
228-232 16
236-240 17
244-248 18
252-256 19
260-264 20
268-272 21
276-280 22
284-288 23
292-296 24
300-304 25
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Proteina sérica Después de llofilizado

reconstituido a x mil.

2ml,
IgM & 19G 2 mi.
IgM & 19G 1ml.
IgM & 19G 1 ml.

1gG
19G
193G
13G
1gG
1gG & Albumina
1yG & Albumina
19G & Albumina
19G & Albumina
19G & Albumina
19G & Albumina
19G & Albumina
1gG & Albumina
1gG & Albumina
Albumina
Albumina
Albumina
Albumina
Albumina
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Fraccionamisnta el ssero por Mitracién en Sephacex G - 200

AlsumiNA

1. L ~

Absorbancia 280 mm,

te 24 hs 2 4°C contra 10 volamenes de VBS. La prueba
de FC fue realizada en microplacas de polyviny! chlori-
de, fexibles, 96 hoyos, fondo cénico®*, utilizéndose
duplicados de diluciones seriadas de dos en dos del suero
positivo v de las fracciones conteniendu 1gG e IgM. EI
antigeno FLK de LB libre de células fue adicionado en
cantidades de 0.025 ml, a cada hoyo; una dilucién de
1/20 del complemento con 5°/o de suero bovino fres-
co fue agregada en cantidades de 0.05 ml. por hoyo; el
complemento fue mantenido en un bafio de hielo,

Se hicieron controles para: complemento, inmunoglubu-
linas, antigeno, suero positivo, suero negativo, VBS y
eritrocitos de ovino.

Antigeno y anticuerpos de la enfermedad epizo6tica
del ciervo (EHD) *** fueron utilizados como controles
adicionales. E| antigeno de EDH tenia un titulo de 1/10
vy el anticuerpo de 1/40 previamente determinados,

Las placas fueron incubadas a 4°C durante 16 a
18 hs., los eritrocitos sensibilizados de ovino (SRBC)
fueron agregados en cantidades de 0.025 ml. y las placas
incubadas a 37°C durante media hora (en baiio Marfa):
Ias placas se sacudieron después de 15 minutos de incu-
bacién,

El volumen total de cada hoyo de la microplaca era
de 0.125 ml. Las placas fueron mantenidas a 4°C hasta
que los controles de SRBC estuviesen estabilizados,
aproximadamente una hora. Los tftulos fueron tomados
como el reciproco de la dilucidn mds alta que previno la
hemélisis del 50°/o de los eritrocitos (2, 8,12, 17, 18).

*** Proporcionados por NADC.-
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RESULTADOS
SEPARACION DE LAS INMUNOGLOBULINAS

El suero fraccionado en Sephadex G-200 dio tres pi-
cos segin mediciones de absorbancia a 280 nm. (Figu-
ral1).

IDENTIFICACION DE LAS INMUNOGLOBULINAS

El contenido de inmunoglubulina de cada fraccién
mezclada fue identificada por doble difusidén utilizando
antisuero de cada clase. Como control en cada caso se
utilizé suero entero. La porcién ascendente del pico |
contenia IgM e IgG, la porcién descendente del pico |
solo 1gG; tanto la porcién ascendente como la descen-
dente del pico Il contenia IgG y albamina. La porcién
ascendente del pico 111 contenia 1gG vy albumina; la por-
cion descendente del pico 11l contenia albimina. Las
fracciones de la parte descendente del psico | fueron con-
centradas cinco veces y probadas para su contenido en
IgA; no se encontrd IgA en las fracciones concentradas
ni en ninguna otra fraccién (Figura 1, Tabla 1).

PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO

Los resultados de la prueba de FC del suero entero y
de las fracciones del suero del toro con anticuerpos pre-
cipitantes contra LB mostraron concentraciones mas al-
tas de anticuerpos fijadores.de complemento en las frac-
ciones de 1gG que en las fracciones de IgM (Tablas Il y
).

18 (81] jul. - set. 1982 VETERINARIA



‘D i
TABLA |1 3]

<
DILUCIONES ( !

A

Sin diluir 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512

Suero o
fracciones de Ig

Suero entero o* 0 0 0 1] 1] 60 100 100 100
IgM & 19G t.2 80 100 100 100

IgM & 19G t.3 60 90 100 100

IgM & 1gG t.4 60 20 100 100

1gM pura** 40 50 60 100

1gG t. 14 0 /] [+] o

1aG t. 15 (1] 0 o o

1gG t. 16 1] 0 70 100

19G t.17 0 0 10 20

»=%0 de hemélisis; 0= No hemblisis

##=|a fraccibn de |gM pura del mismo animal positivo a LB fue obtenida de W. Chambers

Estos resultados son promedios de varlas pruebas de FC.

Estos resultados fueron obtenidos luego de haber reali-

zado las pruebas de fijaciébn de complemento varias TABLA 11l
veces,
TITULOS FC

DISCUSION

19G tubos 14 & 15 8

En el suero examinado, las fracciones conteniendo > 7

IgG tuvieron titulos fijadores de complemento mas altos
que las fracciones conteniendo IgM, aunque IgM es 19G tubo 16 7 2
aproximadamente 10 a 1000 veces mas eficiente en fijar
complemento que 1gG. Los titulos fijadores de comple- 19G tubo 17 > 4
mento mds altos de las fracciones conteniendo 19G pue-
den explicarse de varias maneras: IgM tubos 2,3 & 4 < 3
1. La mayoria de los anticuerpos contra LB pueden ser Suero entero 7 32

1gG v no IgM. En muchas infecciones cronicas.hay
induccién de titulos altos de IgG. Como LB es una
infeccién crénica y este toro estuvo infectado por 10
afios, podemos esperar encontrar titulos mas altos de
1gG que de 1gM.-

2. El porcentaje de IgM recuperado de la separacion de
Sephadex G-200 puede haber sido baja y no ser re-
presentativa del suero entero. Son necesarios mas es-
‘tudios para poder hallar que porcentajes de 1gG y de
IgM se recuperan después del fraccionamiento de
Sephadex G-200.-

Se encontrd 1gG en fracciones colectadas de la co-
lumna de Sephadex G-200 gue no se esperaba. Una de
las muchas razones puede haber sido que parte de 19G
fue agregada v, por lo tanto, salié de la columna con las
moléculas mas grandes.

El complemento de conejo no funciono en este estu-
dio; dio aglutinacién en cualquiera de las diluciones uti-
lizadas. Una explicacién para esto podria ser que la ma-
yoria de los sueros de conejo tengan anticuerpos de

Forssman naturales; por lo tanto, actuaria como si hu-
biese un exceso de hemolisina.

No se pueden hacer conclusiones significativas del es-
tudio de un solo animal infectado de LB pero puede
abrir nuevos intereses para nuevas investigaciones nece-
sarias en esta Y muchas otras areas relacionadas con leu-
cosis bovina.

En ninguna de las fracciones se pudo detectar IgA,
incluso después de concentrar las fracciones en las cuales
IgA era esperada. La explicacidon podria ser que IgA es-
pecifica para el virus de LB no estaba presente en con-
centraciones suficientes en el suero como para ser de-
mostradas por gel difusién: pero el andlisis separado del
mismo suero realizado en otra investigacién no mostré
presencia de%gA.

El factor acrecentador que suministra el suero fresco
normal de bovino, se sabe que’tiene muchas de las carac-
teristicas quimicas del factor C, pero su mecanismo de
accidn no ha sido determinado aun (12).
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SUPLEMENTO MINERAL

Fésforo(P) .......... 700/ 8,00 °
Calcio(Ca) .......... 16,00/18,00 g/j:
Cloruro de sodio (NacCI) . , . 41,00 /o
Magnesio (Mg) . ....... 1,00 o
Hierro(Fe) . ......... 0,10 °’o
Cobre(Cu) .......... 010
AZufre(S) . .......... 010 %% -
Manganeso(Mn) , ...... o,'u;[ 0{0
Cobaito(Co) ......... 0,0025 °’o
Zinc(Zn) ..., 00472 %o
?’L’“:‘;"B.} e wie EigieE G 0.0007 Yo
odo :
Minerales Totales . . . ... . &?0‘%‘ /0
Melaza . ....,....... o :/,:
Humedad ........... 3,00 1o
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