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'RESUMEN,

Las tecnlcas inmunoenzimiticas 1nd1rec£a'y competi
tiva fueron comparadas con la Idga en el dlagnostl‘
co seroldgico de la Leucosis Bovina Enzodtica (LBE)

De'los 139 sueros procesados, 99 .eran negativos y
40 positivos a la prueba de IDGA.

Los resultados obtenidos deﬁuestraﬁ‘ﬁha coinciden-
cia global del 91.4% y 91.3% para las técnicas in-
directa 'y por competicidn respectivamente.

"Las t8cnicas de Elisa poseerian una mayor, sgn51b1—
lidad, dado que mds de un 10% de sueros negatlvos
a IDGA resultaron.positivos a las mlsmas

Se qoncluye cn ‘la ut111dad de Los metodos compara-
dos y en las ventajas ‘de su aplicacién en grandes
poblaciones.

INTRODUCCION

La leucosis Bovina Enzodtica (LBE). enfermedad neopldsica maligna del sistema
reticulo-endotelial, representa uno de los tumores méis frecuentes e importantes
del ganado bovino (2). La naturaleza infecciosa de la LBE fue sospechada duran-
te muchos afios, pero recidn en 1969 Miller y col. demostraron la presencia de
particulas virales en materiales provenientes de vacas clinicamente afectadas.

A.partir de entonces se han’ 1ogrado 1mportantes avances en relacidn a las carac-

teristicas y propledades del agente causal, asi como. de su relacidn .con la en-
‘fermedad- (2 11)
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El virus de la LBE es un Oncornavirus tipo C, perteneciente a la familia Retrovi
ridae, que afecta en condiciones naturales exclusivamente a la especie bovina -
(3, 10, 11). Como consecuencia de la infeccidn, y luego de un largo periode de
incubacién, los animales infectados pueden desarrollar linfocitosis persistente
(respuesta benigna) o linfosarcomas (respuesta maligna). NO obstante, la mayoria
de los individuos permanecen asintomiticos durante toda su vida, constatindose
en ellos tan solo la presencia de anticuerpos especificos (2, 3, 8).

La IBE adquiere su mayor importancia en el ganado lechero, asumiendo un cardc-
ter enzodtico, estando ampliamente difundida en todos los paises del mundo (2,
5, 9). La deteccidn precoz de los 'bovinos afectados en forma asintcm@tica cons-
tituye el elemento bdsico del diagndstico de IBE y posibilita la aplicacidn de
medidas de control y erradicacidn (3; 6,9, 10).

El diagndstico de IBE se realiza casi exclusivamente mediante el empleo de méto-
dos indirectos, destinados a verificar la presencia de anticuerpos especificos
‘‘genierados como consecuencia de la infeccidn (2, 5, 10). HNumerosos estudios han
*ipermitido establecer las caracteristicas antigenicas del agente, destacfdose la

“'glicoproteina de la cubierta (antigeno gp51) y la proteina interna mayor del vi-

ridn (antigeno p24-25) (2, 10, 11).

La primera técnica utilizada para individualizar bovinos infectados fue la de
Inmuno-Fluorescencia a partir de células fijadas en acetona (3). Posteriormen-
te se empled la IDGA, que actualmente es el test de rutina en la mayoria de los
laboratorics del mundo (1, 3, 4, 5, 10, 13).

La IDGA es una técnica simple y confiable, pero posee limitaciones tanto en sen-
sibilidad como en especifidad. Los antigenos empleados son el p24-25 o el gp51,
o la combinacidn de ambos en forma dual.(3, 5, 7). Estudios comparativos efec-
tuados por Gupta & Ferrer (1981) demostraron que el Radioinmunoandlisis (RIA)con
antigeno gp es mds.sensible que el RIA con p24-25 y que la IDGA empleando uno u
otro antigeno. .Técnicas directas ¢omd InHibicidn ‘del Sincitio y RIA por competi-
cidn, evidenciaron similar sen51b111dad aunque’ la segunda se demuestra mas Gtil
para el diagndstico precoz (5).

En los {iltimos afios se han desarrollado métodos Inmunoenzimdticos para el diag-
néstico de diversas afeccioneé} tanto del hombre como de los animales domésticos
(14) . Dentro de ellos el mds difundido es el de Enzima Ligada a un Inmuno Adsor-
bente, mis conocido- por la sigla ELISA (13, 14). El desarrollo de anticuerpos
monoclonales a partir de hibridomas, ha permitido sustituir a los policlonalces,
mejorando asi enormemente la especidicidad del ELISA (3, 6,77, 11).

El diagndstico seroldgico de IBE mediante ELISA ha demostrado una elevada espe-
cificidad y sensibilidad y puede ser utilizado en forma sistcmatizada para eva-
luar objetivamente muestras numerosas (1,7, 8, 13). Ademds la técnica puede ser
aplicada con &xito en suero y 1eche, tanto en muestras individuales como en mez-
clas (3, 8, 9).

El objetivo de la presente comunicacidn es presentar los resultados obtenidos en
un estudio comparativo entre dos técnicas comerciales de ELISA en relacién a la
IDGA, para el diagndstico de LBE.

1 .
MATERIALES Y METODOS -

1. Sueros
===

‘En el.énsayo se evaluaron un total de 139 sueros bovinos, provenientes de un re-
levamiento sobre LBE, que.se ‘encontraban conservados a -18°C en el.banco de sue-
ros del Depto. de Virologia del C.I.Vet. ”Mlguel C. Rubino". Los mismos habian

sido previamente analizados mediante la técnica de IDGR, considerada como refe-
rencla, ¥ cla51f1cados como P051t1vos (n=33), D&bil Positivos (n—7) Y Negatlvos
(n=99) . N e AR S R S TT T

e

2. Pruebas Diagndsticas

2.1 Inmunodifudidn en Gel Agar

Se efectud en portaobjetos con agar al 0,8% rn buffer Tris-HCI 0,05M, me-
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todo convencional, utilizando un kit comercial LEUCOSE TEST! con antigeno dual
gp51 y p24. Los portaobjetos se incubaron durante 48 hs. a temperatura ambiente
(TA) , considerdndose positivos aquellos sueros que evidenciaron una fuerte 1i-
nea de precipitacidn.

2.2 Técnicas inmunoenzimdticas (ELISA)

Se emplearon dos técnicas ELISA diferenﬁes, la indirecta y por competi-
cién. :
2.2.1 ELISA INDIRECTO

Se utilizd un kit comercial LAB-EASE BLVZ, en microplaca de 96 po-
cillos, destacédndose las principales etapas (Figura 1).

La placa se ofrece ya sensibilizada, con un anticuerpo monoclonal anti gp51
("de captura"), y el antigeno adsorbido en las filas impares.. Las filas pares
carecen de antigeno, actuando como controles individuales de cada muestra.

Los sueros problema, asi como los positivos y negativos de referencia, fueron
adicionados en duplicado (filas par e impar) a la dilucidén1:100, e incubados
18-24 hs a 4°C.

Luego de la incubacidn se agregd anti-IgG1 bovina monoclonal, conjugada con
peroxidasa, dejdndose I h. a TA.

Ehtre cada etapa de la técnica, se efectuaron tres lavados con PBS-Tween (PBS-T)
al 0,05% pH 7,2.

La lectura se realizd mediante espectrofotdmetro automdtico de microplacas?, a
una longitud de onda de 410-490 nm.

El umbral de positividad fue establecido como el doble del promedio de Densidad
Optica (D.0.) del suero control negativo, con un minimo de 0,400.

2.1.2 ELISA POR COMPETICION

También en este caso se utilizd un kit comercial MONELIFFA LEUCOSE
BOVINE", cuyas principales caracteristicas se describen a continuacidn (Figura
2).
La microplaca de 96 pocillos se ofrece previamente sensibilizada con el antige-
no gp51 del virus de LBE.

Las muestras a analizar, asi como los controles positivos y negativos, se dilu-
yen 1:10 y adicionan en duplicado, incubandose durante 18-24 hs a 4°C.

El anticuerpo monoclonal anti-gp51 conjugado a la peroxidasa es agregado, perma-
neciendo la placa a TA durante 1H.

El sustrato adicionado a cada muestra consiste en TMB (tetrametil bencidina), de
teniéndose la reaccign con &cido sulfirico 4N.

Entre cada etapa de la técnica se efectuaron tres lavados con PBS-T 0,05% pH 7.2.

La lectura se efectud en forma similar a la técnica anterior, a una longitud de
onda de 450-630 nm.

Para establecer la positividad de la muestra se utilizd un suero control negati-
vo, correspondiente a una poblacidn libre de la enfermedad. Mediante un andlisis
de varianza se determind el porcentaje de competicién estableciéndose como posi-
tivos aquellos iguales o superiores al 30%.

lRhone-Merieux, Lyon, Francia

2Norden Laboratories, Lovain-la Nueve, Bélgica
3pynatech MR-600, USA

“Rhéne-Merieux, Lyon, Francia
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RESULTADOS

En el estudio seroldgico efectuado, los resultados se presentan en forma compara
tiva, tcmando como Lase la IDGA.

1. Relacidn entre IDGA y Método Indirecto de ELISA

Sobre 139 sueros procesados, existid coincidencia en 127, lo que represen.
el 91,4%. Debe destacarse que la totalidad de los sueros positivos a IDGA lo
fueron al método de ELISA. La mayor discrepancia se presentd en las muestras ne-
gativas a IDGA. donde se detectaron 11.2% de pcsitives a ELISA (Tabla 1). En el
caso de sueros debilmente positivos a la técnica de referencia,; solo uno fue ne
gativo al ELISA.

Tabla 1. Estudio comparativo entre IDGA y ELISA indirecto en el diagndstico se-
PBY6gico de LBE

GEL ELISA INDIRECTO COINCIRNCIA
DIFUSICN Positivo Negativo TOTAL (%)
Negativo 11 88 99 88,8
Debil positivo 6 1 7 85,7
Positivo ' 33. - 33 100

TOTAL 50 89 - 139 91,4

2. Relacidn entre IDGA y Método de ELISA por Competicidn

Por esta técnica se procesaron 103 sueros incluidos en el ensayo anterior,
obteniendose una coincidencia global del 91.3% en relacidn a la IDGA. Al igual
que con la ctra técnica, la totalidad de los sueros positivos a IDGA lo fueron
a ELISA. En este caso se observd una situacidn similar con las muestras debil-
mente positivas. La discrepancia se presentd en el casoc de los sueros negativos,
ya que el 14% de ellos se evidenciaron positivos al ELISA (Tabla 2)

Tabla 2. Estudio comparativo entre IDGA y ELISA por Competicidén en el diagnds-
tico seroldgico de IBE.

GEL COINCIDENCIA
DIFUSION Positivo Negativo TOTAL (%)
Negativo 9 64 73 ' 85,9
Debil positivo 5 - 5 .100
Positivo 25 - 25 100

TOTAL 39 64 103 91,3
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados del presente ensayo evidenciamn la existencia de una elevada con-
cordancia entre los resultados obtenidos mediante las técnicas inmunocenzimdticas
evaluadas y la IDGA. Ambos métodos de ELISA, idirecto y por competicidn, detec-
taron un porcentaje superior al 10% de sueros positivos -que habian resultado ne
.gativos frente al test de referencia. La presencia de falsos negativos constitu
ye una de las limitantes de mayor importancia de la IDGA (8,13).

Las diferencias entre el ELISA y la IDGA concuerdan con las observadas por Maris
y col. (1983), en un estudlo que 1ncluyo 545 sueros. Discrepancias algo inferio-
‘res entre ambos métoddos han sido comunicadas por otros investigadores: 7,6%
(Todd y col., 1980) y 4,6% (Beherens, 1982). En contraposicidn con lo verificado
en otros estudios no existieron muestras positivas a IDGA y negativae al ELISA
(13).

‘Sueros considerados falso—negatlvos al 'IDGA .pueden atribuirse a diversas causas.
Por una ‘parte existiria mayor sensibilidad de las técnicas de ELISA, capaces de
detectar anticuerpos anti-IBE mas precozmente que la IDGA (3, 5, 7, 9). Por otra
parte, en el ELISA pueden existir particulas antlgenlcas que no se encuentran en
el caso de- la IDGA (13).

La elevada Sénsib;lidad de las técnicas inmunoenzimdticas queda evidenciada por
la positividad observada en ‘sueros altamente diluidos, tal como fue evidenciado
_en el -presante ensayo. Ello posibilita el empleo del ELISA no solo en muestras
individuales de suero o leche sino también a partir de mezclas (3,7,8,9,13), po-
sibilitandoc el crecimieﬁtd de establecimientos o rodeos.

En un estudio realizado en Bélgica mediante t&cnica indirecta de ELISA .en.mezcla
‘de suero, Mammerickx y col. (1985), detectaron 380 rodeos infectados sobre un to
tal de 26.284 sueros analizados. Los mismos sueros évélué@os_por IDGA permitie-
ron identificar tan solo la mitad de los establecimientos positivos (9). Las téc
nicas .de ELISA pueden llegar a detectar. anticuerpos en mezclas de ‘'suercs alta-
mente dlluldas, alin con una taza de infeccidn menor-al 1% (3).

El cardcter objetivo, su simplicidad y rapldez, hacen que en la actualidad el
ELISA represente en método de eleccidn para el trabajo con muestras numerosas,
dentro de programas de control o erradicacidn de: la enfermedad.
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SUMMARY

Indirect and competitive ELISA tests were compared with
the agar gel inmunodiffusion test (AGIT) in the serologic
diagnosis of Enzootic Bovine Leukemia (EBL).

From the 139 sera tusted, 99 were negative and 40 positi-
ve to the AGIT test.

Results obtained indicate a global cocincidence of 91.4%
and 91.3% for the indirect and competitive ELISA tests
respectively.

These tests might have more sesitivity as more than 10%
of the sera negative by the AGIT were positive to both.
The usefulness of tests compared is confirmed, as well
as the advantages of their application in large in
large cattle populations.
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