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INTRODUCCION

Estudios epidemiolbgicos y experimentales han im·
plicado 8 un yirus que tiene muches de les ceracteristic8S
morfol6gicas descrltes para los virus on.cogenicos tipo C
y es considerado miembro de Ie femilie Aetrovi.idae,
como egentll etiol6gico de la forma enz06tica adulta de
18 leucosis boYine (3.5,8, 11. 161. Han sido obsel"\ladas
particulas del virus delaleucosts boYine (LBI en linfoci·
tos de yacas con linfosarcoma'y en algunas con linfocito·
sis.., se ha aislado el Ylrus de Iineas celulares deriYadas de
linfoSB.comas (4, 51. Se ha demostrado que el virus de
LB causa linfosa'CQma en oyinos 1141. EI ganado infee·
tado con eI virus de LB desarrolla antlC\lerpos ci.culan·
tes a yarias anllgenas asociados al virus (3. 10.12.161
Se he encontrado une Incidencia mas alta de anticuerpos
contra el yi.us de LB en rodeos can historia dellnfosar·
coma que en rodeouin enflll"medad cHnice (10, 12. 161
aunque esta relacl6n no siempre $1l:I cumple ( • ).

Ellisten una serie de pruebas serolOgicas para deux:·
tar animales infectados con virus de LB:

1. P.ueOe de fijacl6n da complemento (12).·
2. InmuoodifusiOn en gel de &gar (13).-
3. Prueba de inmunofluorescencla 15).·
4. Radio-inmuno-ensayo IS).·
5. Pruebi!l de neutralizaci6n del virus (71.-
6. Pruebede ELISA It).·

Las tres ultlmas pruebas ~n conslderadas las mlls
sensibles (5).

Los anticuerpos fijadores de complemento son mAs
fr..entes en oanedo que muestra signos clfnicos de III
enfermedad que en ganado infectado pero que no mues
tra sintomatologfa (91. La prueba de fijaci6n de com
plemento IFCI para detectar anticuerpas contra el virus
de LB parece tener mas sensibilidi!Cl y especiflcidad que
la prueba hernatol6gica Icl8Yes hematol6gicasl. casi la

ComunlciIClbn personll 0.1 Dr. I.R.D. Schultz, Unlvlrsl·
did de AUDu.n AL.
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misrna sensibilidad que Ie prueba de inmunofluorescen
cia V mlb sensibilidad que la inmunodifusi6n flO). utili·
zando 81 ant/geno p24 (31.

Los resultados de la prueba FC $1l:Icorrelacionan bien
con los de 10 pero los tltulosde FC varian en un amplio
rango: los resultados de FC son Cl.Jantitativos.

EI presente trabajo describe la idemificaci6n de las
clases de inmunoglobulinas can actividad fijadora de
complemento Pare ant/geno$ del Yiru$ de LB.

MATERIALES Y METODOS

ANTIGENOS DEL VIRUS DE LB

Se probaron tres antlgenos del virus de LB diferentes-;

I. Virus Iibfe de celulas producido en rii'\6n fetal de
evino IFLKl.·

2. JABIAH.·
3. PM10-l2/79, 105 dosultimosutilizadoscOmUnmente

para gel inmunodifu$i6n.-

Los antlgenos fueron estudiados en $U;

1. ActiYldad enticomplementaria.·
2. ActiYidad hemoHtica.·
3. ACliYidad nc especlfica.·
4. ACliyidad cspeclfica con anticuerpas al virus de LB.·

EI antlgeno FLK libre de celulas fueel unico que no
mostr6 activld;J(f anticomplementaria siendo el uti4lzado
en estos esludios. EI antfgeno fue concent.ado cinco ye
ces (POI' concentrador Minicon B 15) y titu lado par el
sistema en microplaca (9, 17,18), utilidndose la dllu'
ci6n 1{8.

ODtenldos del Dr. R.D. SChulll. Unlversldild de
AuDu.n·AlllNml, USA.·
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.. \JERO Y ANTISUERO SOLUCION SAUNA DE BUFFER VERONAL (VaS)

Paorao Ia prueba de fijaciOn de complemento sa utiliz6
diluyeme comercial 'en tabletas •• para FC a un pH de
7.2.

SEPAAACION DE INMUNOGLOaUUNAS

DOBLE DIFUSION EN AGAR

La clase de inmunoglubulinao presente en cada frac·
cIOn me~clada de G·200 fue determinada POI'" dobla difu·
si6n en 0.75°/0 agar Noble·, 0.750 10 de gel agarosa
(HEEO MEl con O.075M de buffer barbital. Cada frac·
ci6n tue anlrentadao a antisuero monoespecifico ~epa.

radO an c:onajosde IgG. IgM. IgA bovina yalbUmina.

Antes de su utilizaci6n '" hicieron mezclas de la,
frac:c:iones, segun la ubicac:i6n que .tuyieron en la or"ka
de la Figura 1, '" liofilizaron y luego '" reconstituyeron
seg(ln sa muestra en la Tabla I.

IDENTIFICACION DE LAS INMUNOGLOaUllNAS

EI suero. previamente a 9I!'f fraccionaclo POI" gel fil·
tr3l:ibn en Sephadex G·200, fue dializado durante 24 hs.
a 40C contra 10volumenesdeO.01M Tris HCI . PH 8.0,
conteniafldo 0.02 de Alida S6dica (NaN I como preser·
vatiYo. Dos mI. da dkho $lJero positiYo a 1a fueron frac
cionados en Sephadex G·200 en columnas de 2.5 x
Ilia.· •• utilizando 0.1M Tris HCI, pH 8.0. con
0.020 '0 NaN3. sa colectaron fr~ciones de. 4 ml1' m-:ti.
das par absorvancia a 280 nm (Figura 11; dlChaS fracclC).
nas fueron c:onserv<tdas a 4°C (15).

PRUEBA DE FlJACION DE COMPLEMENTO
MODIFICADA

Previamenta a su uso en 13 prueb8 de FC las frac:cio
nes obtenidas por gel filtraoci6n fueron dlali~adasduran

TABLA I

COMPLEMENTO Y HEMDlISINA

EI suero fresco normal de bovino fue obtenido del
ternero nUmaro 451 (negatiYo a LS) y fue manipulado
de manl!'fa de conservar al complemen!o para prOYOOf al
factor del suero fresco normal bovino necesario para la
fijaci6n del cnmplemento de cobayO POl" anligeno yan·
licul!'fPOs an $lJet'"0 boYino inactiYadO POl" calor. EI suero
normal de bovinos da menos de un ailo de edad 0$ prafe·
rible porque, generalmeme, mUO$tra manos reacciones
ineweclfiC(lS con ant 1genO$ tisulares que el $lJero de boo
vinos adultos (2. 12). EI suero normal tue fraccionado
en pequei'las cantidades y congelado inmediatamante.
conserv'ndose a .lOoC; de esta manl!'fao conservao SlJ actio
vidad por unas tres semanas. EI SUel'"O bovino fre!ICO fue
agregado sagun recomefldaciones (2, 12) al 50 /0 an al di.
luyama del complemento.
EI suero negaliYo a LB lue obtenido del Or. R. Schultz.
Anti-lgG y anti·IgM fuefOn preparaciones comel'"cialas·.
Los antisueros para albUmina bovina e IgA fueron obte
nidosdel Dr. R. D. Schultz.

EI suero positiyo aLB fue obtenido de un toro (Mar
ge EAIC) con anticuerpos precipitantes a los antigenos
gp y p24 determinaclos por geliD, dichos anticuerpos
han sido comprobadosdurante 10 ai'los sin que el animal
preseotase signos cllnicos ° histolOgicos de leucosis. EI
suero fue inacliYado a 56°C durante 30 minutos.

Fueron estudiadas prepaoraciones comercialas de
complemento de conajo y cobayo. Para este estudio el
complemento decobeyo fue eI m's util (61.

EI complemento y la hemoli'ina fueron tituladospor
et sistema de microtitulaci6n en block. EI complemento
de cobaYO foe utilizado a una diluci6n de 1/1200 con·
leniendo una unidad hemolitica 1100% 1 (2.8. 12. 17.
181.

MI. de elull.ntt de
G - 200

136-140

144-148

'",5&
16.,..
168-172
176-180

,8<

'"
'"196-200

204·208

212·216
220-224

22.232
236·240
244·248
252·256
260·264

268·272
276·280
2&4·281
292-296

300-304

TUI)O numero

,,
3

•••
1

••
10

11

"""16
16

"16

",.
31

""..
"

Prottf... ","Iell

19M & leG
IgM & loG
19M & leG

''''".
''''''''''''190 & Albuml...

IlIG • Albumin.
1110 • Albumin.
190 & Albumin.
190 & AlbumiN
loG & AlbumIn.
I;G & All)Umln.
IlIG & Albuml...
IlIG & Albuml.,.

AlbumIn.
Albumlna
Albumlnll
Albumlne
Albumlne

DespuM de 1I0flllQdo
rllConltltuldO • It ml.

2ml.
2ml.
1 mi.
I mi.
I mi.
Iml. ~
2 mi. p;.~ (:::: ~
2 mi. t-0
1 m1. .....

~

I mi. )
I mi.
2ml.
2ml.
2ml.
2ml.
2m'.
2m'. 0
2ml_~
2ml.
2ml.
2·ml.
2ml.
2ml.
2ml.
2ml.
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te 24 hs. • 40C COl'ltr. 10 volUmenes de VBS. UI prueb<ll
de FC fue reelizad. en microplaClls de polyvinyl chlori
de, fexibles, 96 hoyos, fondo c6nieo", ulilidndose
dupl~osde diluciones _iadas de Oos en oosdel SUlrO

positivo V de las frllCciones conten,endu 'gG e IgM. Er
antigena FLK de LB libre de c61ulas fue adicionlldo en
cantidlldts de 0.025 mi. a cada hovo; una diluci6n de
1/20 del complamento con 5010 de su«o bovina frl$
co lue awegada en cantidades de 0.05 ml. pew hoyo; II
complemento fue manteoldo en un bello de nielo.
Sa hlcieron conll'oles Per.: complemenlo. inmunoglub!J.
linas. antf~. SUeto' POSi1i'vo. suero negilli11o, vas v
eritrocltos de (Wino.

Antlgeno V antieuerpos de Ia enflmtedad epizoOtica
del ciefvo (EHDJ ••• lueron utilizlldos como controles
&cIicionales. El anllgeno de EDH tenfa un tllulo de 1/10
v eI antieuerPO de 1/40 prevlamente dlterminados.

Las placas lueron ir1O.lbedas a 40C durante 16 a
18 hs.. los eritrocitos senslbiliz&dos de orvino (SRBCI
fueron agregldo$ en cantidades de 0.025 ml. v las plaClls
incubedllla 370C durante media l'\ora (en b8i\O Marl.l;
las plaCllls se sacudieron despub de 15 minutos de incu
baci6n.

EI vo'umen total de cadil hoyo de II microplaca era
de 0.125 ml. Las placas lueron mantenldas a 40C hasta
que los controles de SRBC estuvleser1 estilbilizad05.
aproKimadamente una hora. Los tftulos fueron tomados
como II rec:fproco de Ie dituci6n m~saltaQUe orevino Iii
hern6lisisdel 500 /0 de los eritrocitos (2,8.12.17,181.

••• p.opor~lonados_ NADC.-

RESULTADOS
SEPARACION DE LAS lNMUNOGLOBULlNAS

EI SUll'O fraccionado en Sephade>< G·2OQ dio tres pi·
cos segun medieiones de absorbancia a 280 nm. {Figu
ra 11.

IDENTIFICACION DE LAS INMUNOGLOBULtNAS

EI contenido de inmunoglubulina de cada fraccibn
mezcl8da fue identrf~ POt doole difusi6n utilizando
antrsul'to de ada clase. Como control en cada caso se
uliliz6 suero entero. La POtci6n ascendent' de' pico •
contenfa IgM e IgG. la porcibn descendente del pieo I
soro IgG; tanto la POrci6n axencfenle como La descen
dente del pico II contenia IgG v albumin.a. La POrci6n
ascendente del pico III contenla IgG v albUmina; Ia po"
cion descendente del pico III conll!"i.~ albUmina. us
fracciones de II parte descendente d<'l pil;o I IUlf"on con
eentradas cinco ..eces v Pfobadas PiJra SY contenido en
19A; no se enc:ontr6 IgA en las fracciones concentradas
nr en nil'llPJna otta fracci6n (Figura 1. Tabla II.

PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO

Los reSYltados de la prueba de FC del suero entero V
de las fracciol1Cl del SUll'O de/loro con anticul'toos pre
crprtantes contr. LB mostraron concentraciones mih al·
tas de antieuerPOs lijadOl"C$.de complemento en las frac·
ciotll$ de IgG Que en las frllcdones de IgM (Tablas II V
III).

18 (811 jul.· sct. 1982 VETEAINAAIA
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''''';;'t'. \TABLA " I ~

< , ,
OILUCIONES I ,

"~ I;/;
SUlra 0
f'leela"" de III Sin dll"'" '" ". ". 1/16 "" 1/6. 1/128 11256 1/512

SUlro e"lefO ,. , , , , ,
" '" '" ."

IgM .. liG t.2 " ." '" '"t<;lM" IgG .., " .. '" '"
111M .. IgG 1.4 " .. '" '"
IgM pur." " " " '",,. I. 14 , , , ,,,. 1.15 , , , ,
"G 1.16 , ,

" '",,. I. 17 , , " "
• =% de n_mollsls; 0"" No hemollsls
*"=11 I'KetO" de I!lM pur. del mlsmo enlme' posltlvo I L8 fUI oblenldl ele W. Clllmbers

Estas .e$Ultlidos son prom,ClloS de vlrln pruebils <II Fe.

Eslas ,~llados fueroo obteoidosluego de habet realj.
zado las pruebas de fiiaci6n de complemento varias
'oc~

DISCUSIDI\I

En el suero examinado, las fracciones conteniendo
IgG t...vieron titulo! tijadores de complemenlo m:b altos
que In f'accione, contenienda IgM, aunque IliM tiS
aprox imadamente 10 a 1000 veees mas etieiente en lijar
complemenlo que IgG. Los tilulos fijadores de comple
menta mas altos de las fraccionesconteniendo IgG PUd
den explicarse de varias maneras:

1. La mayor,s de los anliC\Jerposcontra LB pueden ser
IgG y no IgM. En muchas infeceiones crbnicss.hay
induceibn de tituioS sitos de IgG. Como LB es una
infeccibn crbnica y esle loro esluvo infecilldo par '1 0
alios, podernos esper-ar encontrar titulos mas altos de
190 quede IgM ..

2. EI porcentaje de IgM recuperlldo de 101 separacion de
Sephadex G·200 puede haber sido baia y no ser reo
preseotaliva del SUflrO enlero. Son ner::esarios mes at

·ludios para poder hllllllr QUC porcenlajes de IgG y de
IgM se recuper-an despul!!s del fraccionamienlO de
Sephadex G-200."

Se encontrb 190 en fracciones colecladas de la co·
lumna de Sephadex G·200 qu~ no sa esperaba. Una de
las muchas rlilones puede haber sido que pllne de 190
lue agregada y, par 10 tllnlO. salib de la columna con las
moll!cu las mas 1I'1lndes.

El complemeolo de coneja no funciono en estl: eslu·
die: dio llglulinacibr'l en cualquierll de IllS diluciones uli·
lillldas. Una explicacibn para eSlO podn'lI ser que la rna·
yoria de los sueros de conejo lenQlln anticuerpos de

SUMMARY

Serum lmmunoglubulins (lD) from • bovine
,.,kosis virus IBlVi antibody positive bull '4Nr8
......ted by gel flltration on _ G-2llO
and identified. to cla8 by double diffusion In
the agar gel immunodlffuaon .. V't'ittl des ....
cific antIIn. The fractions conlllning laM and
IgG W8f8 18Ited for complem8nt·fhcing ctlvity

VETERINARIA 18 1811 jut.· set. 1982

TABLA III

TITUL.OS FC

IgG tub05 14 &. 15 "7 •
IgG tubo 16 "/ ,
190 tuba 11 :> •
IgM tubas 2. 3 &. 4 < ,
suero entero "7 "
Forssmlln naturales; POI'" 10 lantO, ilCluar,a como si hu·
biese un ellceso de hemoliSlna,

No sa pueden hacer conclusiones signilicativas del as
ludio de un solo animal infer::tado de LB perc puede
abrir nuevos intereses para nuevas investigaciones nace·
sarias en ma y muchas otras 'reas relacionadas con leu·
cosis bovina,

En ninguna de las fracciones se pudo deter::lar IgA,
incluse desPU/!os de concenlrar las fracciones en las cuales
IgA era esperada. La IlllPlicacibn podria ser que IgA es
pecifica para el virus de LB no eslllOO prescnte en can·
centraciones suficientes en el suero como para ser de·
mostradlls por gel difusion: pero el analisis separado del
mismo SUMO realizado en otra investigacion no 'nostro
presencia deigA.

EI lactor acrer::enladof que suministra el SUIlfO fresco
normal de bovino, sa sabe que'tlene muchas de IllS carac·
terfsliclls Qu;mK:llS del factor C t pero su mecanismo de
accion no ha sido delerminado aun (121.

to BLV ....... Tho laG _Ilod hW*
..._bOdanI <II ...........fl.1ng .......,
thin IgM __ but bciIh - <II Ig_
nod to"- ~t·lIxinllomIbodv_1tv
toBLV ......

1CIW .............•••..·'7 ..............

VETERINARIA t8IBU 72· 78. ~I· ... 1182
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PARA GANADO

Fonnulldo 1*"1 complemem. en
fOfml aficiente y equilibrlKia el
ipOrte mineral en la nutrici6n
animal,

ANTIL I.A, CUAREIM 1.1
Til. 80 80 17·20 88 27·20 38 29

SUPLEMENTO MINERAL

Fo.tOfO (P) ••••••••••
Cfllclo (CfI) , •••••••••
Cloruro de $00'0 (NICI) , ••
MIgnMlo (Me' .••.....
Hierro IFe' , , .
Colw, (CUi •• , .
Azu'''ISI. _ ...•.•• ,.
Mlnlllnao IMn) , ••.••.
Cobeno (Co, '" .. , .•.
Zinc IZnJ ., ... , ...••
5e1,n'o (Se) •• , •••••••
10do'(I) .. , ..•.... , .
Mlnerll.. To..l. , •.....
MeIIU •••• , •••••. , •
Hume4lld , •. , ••...••

",OW ',00
Ill,OO/I',OO

41,00
1,00
0.10
0.10
0,10
0,01

0,0025
0,0472
0,0007

:,?~
2,00
3,00


