Estudio comparativo entre las pruebas de ELISA
e inmunodifusién en el diagnéstico de la
Leucosis Enzoética Bovina

Resumen

El Linfosarcoma Enzoético Bovino (LEB) es el pro-
blema neoplisico mas comiin e importante por las
pérdidas econémicas que ocasiona, principalmente en
el ganado lechero. En México escasea la informacién
concerniente al LEB. El objetivo del presente trabajo
fue comparar la efectividad de las pruebas de
Inmunodifusién en gel de agar y ELISA para el diagnds-
tico de la enfermedad en sueros de bovinos Holstein-
Friesian. Se formaron tres grupos de 10 animales cada
uno y un cuarto grupo con 15 animales. El primero
consisti6 en animales seropositivos con leucocitosis
persistentes (LP), el segundo en seropositivos sin pre-
sentacidn enzodtica de la enfermedad y sin LP, y el
tercero con LEB, comparados con un grupo testigo de
15 animales clinicamente sanos y negativos serologi-
camente al Virus de la Leucosis Bovina (VLB). Se
obtuvieron tres muestras sanguineas de cada animal
con intervalos de un mes para cada una. Las dos prue-
bas resultaron serigualmente especificas, Los mayores
titulos de anticuerpos se detectaron en el grupo 1, sin
correlacién directa entre éstos y la presentacion de la
enfermedad. Los titulos de anticuerpos detectados con
la prueba de ELISA no variaron durante los tres
muestreos de los grupos infectados.

Introduccién

La Leucosis Enzoética Bovina (LEB) en su forma
clinica, es un padecimiento neoplisico letal produci-
do por un retrovirus tipo C; se caracteriza por la
proliferacién y agregacién de linfocitos neopldsicos en
casi todos los 6rganos, con la correspondiente varia-
cién de las manifestaciones clinicas.?® Otros términos
que suelen usarse como sinénimos son: Leucosis (refi-
riéndose al aumento de linfocitos sanguineos), lin-
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fosarcoma, linfoma, hemoblastosis, linfoblastoma, lin-
fadenosis, linfomatosis, linfoma maligno, linfocitoma,
leucosis viral bovina, complejo viral leucosis linfo-
sarcoma, leucemia bovina. Este dltimo término es
incorrecto desde el punto de vista de la patologia, ya
que la leucemia ocurre también en otros padecimien-
tos en el ganado.>?

Se han publicado miltiples estudios en relacién con
la clasificacidon de esta enfermedad denotando dos
formas importantes: Leucosis Enzoética Bovina (LEB),
que afecta a ganado mayor de tres anos y Leucosis
Esporidica Bovina, que se subdivide en tres categorias
segiin su presentacién: Juvenil, timica y cutdnea. En la
leucosis esporidica no se ha podido demostrar la pre-
sencia del retrovirus tipo C** que sf se aisla de las otras
formas.

El complejo de Leucosis Linfosarcoma Bovino se
puede considerar la enfermedad neoplasica maligna
mas frecuente del ganado bovino, aunqgue probable-
mente menos del 10% del total de animales portadores
sanos asintomaticos desarrolla LEB yalrededor de 29%
presenta la forma benigna de linfocitosis persistente
(LP) 89,25

Las estadisticas mundiales de la' LEB no pueden
considerarse exactas, pues solo en algunos paises es un
padecimiento de denuncia obligatoria. En Europa y
Asia, la enfermedad se encuentra distribuida amplia-
mente.!®

En el continente americano se han realizado estudios
de seroprevalencia. Se estima que €1 20% de los bovinos
lecheros en E.U.A. estd infectado con el virus y en un
porcentaje menor el ganado de engorda. También se
considera la principal causa delos decomisos por tumo-
res, con las consecuentes pérdidas econdmicas direc-
tas, calculadas en mds de siete millones de ddélares
anuales.” ? %2 En Canada se estudiaron sueros de bovi-
nos productores de leche; se encontrd una prevalencia
de 10%.* Marin et al.?* determinaron 21% de seropo-
sitividad en el ganado bovino productor de carne en
Venezuela. Igualmente, mediante estudios serolégicos,
se ha detectado la enfermedad en Brasil, Colombia y
Argentina.® 7

En México, los conocimientos relativos a la LEB
datan de 1967.2% Tiempo después, se diagnosticaron
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clinicamente nueve casos en un total de 22,669 anima-
les sacrificados en el rastro de Ferreria.*® Aluja' encon-
trd 110 casos de linfosarcoma en México entre 1969 y
1974, segiin los datos proporcionados porla Red Nacio-
nal de Laboratorios de Diagnéstico de Salud Animal de
la SARH. Este informe indica la presencia de la enfer-
medad en 17 entidades, principalmente del centro de
la Repiiblica; asimismo, conviene mencionar un incre-
mento anual en el niimero de casos.

Jaramillo' recopilé entre 1966 y 1975 informacién
de diversas instituciones oficiales de diagnéstico en el
valle de México, encontrando 40 casos. Posteriormen-
te, la Red Nacional de Laboratorios de Diagndstico
(SARH) informé de 220 casos clinicos de 1969 a 1982
en la Repiiblica Mexicana.

En el ganado lechero de la cuenca de Tizayuca,
Hidalgo, se demostré en 1983 un 40% de seropositividad
con la prueba de inmunodifusién en gel de agar.’®
Larios et al.,”® al determinar anticuerpos contra VLB,
encontraron porcentajes variables entre 8 y 50% en los
estados de Puebla, Veracruz, Oaxaca, Yucatin y Ta-
maulipas.

Durante la década delos sesentas, las pruebas de virus
neutralizacién,'® fijacién de complemento,?® inmuno-
fluorescencia indirecta,’ inhibicién temprana de la
policariocitosis,' radio inmuno analisis (RIA),? inhibi-
cién de la transcriptasa de reversa® e inmuno difusion
engel deagar (IDGA),?” se adaptaron parala deteccién
de anticuerpos especificos contra el VLB. El sistema
RIA parece ser el de mayor sensibilidad. Sin embargo,
la prueba de IDGA producida comercialmente es prac-
tica, econémica, con buen grado de sensibilidad y se
utiliza ampliamente en los trimites de importacion de
bovinos y de semen. La Comunidad Econémica Euro-
pea y el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos de América (USDA) la recomiendan para estu-
dios de seroprevalencia y medidas de control.®

La prueba de inmunoensayo enzimitico (ELISA) se
utiliza también para la deteccién y cuantificacién de
anticuerpos contra el VLB, debido a que es sumamente
sensible, especificay sencilla para adaptarse como téc-
nica de rutina en el laberatorio de diagnéstico.® %192
22,123,381, 34

El objetivo de este trabajo fue realizar un analisis
comparativo entre las pruebas de ELISA e inmu-
nodifusién en gel de agar para la deteccién de anti-
cuerpos séricos especificos contra el Virus delaLeucosis
Bovina.

Material y métodos

El trabajo se realizd en un complejo agropecuario del
estado de Hidalgo. La poblacién promedio esde 20,000
bovinos Holstein-Friesian, distribuidos en una superfi-
cie aproximada de 75 hectdreas bajo un sistema de
explotacién intensiva.

El criterio empleado, tanto serolégico como de
biometria hemadtica, para seleccionar a los 45 animales
fue el siguiente: Se realizaron tres muestreos previos
(con intervalos de un mes cada uno) en los animales
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con antecedentes clinicos y hematicos de linfocitosis
persistente indicativos de LEB.

Parala identificacién de anticuerpos séricos especifi-
cos contra el VLB, se utilizaron comparativamente las
técnicas de ELISA e inmunodifusién en gel de agar
(IDGA).

El procedimiento utilizado para la prueba indirecta
de ELISA fue el desarrollado por Todd y Adair.* El
antigeno glicoproteinico® fue diluido al 0.01 M en
solucién amortiguada de carbonatos (pH 9.5) y se
repartié en volimenes de 25 Ul en cada pozo de las
placas de polivinil para microtitulacién. Las placas se
conservaron durante toda la noche a 4 C y fueron
fijadas con PBS conteniendo 3% de formalina. Antes de
usar las placas, fueron lavadas 5 veces con PBS conte-
niendo medio Tween 20%* (PBS-T). Las muestras de
suero (100 ul) con 4 diluciones dobles seriadas con
PBS-T con 1% de albiimina sérica bovina se realizaron
por triplicado en las microplacas. Después de la
incubacién a 37 C durante una hora, las placas fueron
lavadas b veces con PBS-T ya cada pozo de la placasele
adicionaron 100 pl de conjugado de peroxidasa anti
IgG de bovino producido en conejo***, auna dilucién
de 1:1024. Tras de incubar las placas una hora a tempe-
ratura ambiente, se lavaron con PBS-T y se agregaron a
cada pozo 200 pl de o-fenilendiamina con 0.03% de
peroxido de hidrégeno como sustrato. La reaccion se
detuvo a los 30 minutos con la agregacién de acido
sulfirico 8 N. Cada placa tuvo un suero de referencia
testigo positivo y uno negativo. Se determiné la absor-
cién de cada pozo a 490 nm mediante espectrofo-
tometria. Las diluciones 1:64 o mayores fueron consi-
deradas como ELISA positivas.

Para]a prueba de IDGA, el agar se preparé al 0.95%
en solucién amortiguadora de fosfatos (pH 8.6). Se
vertieron 15 ml de esta solucién por cada caja de Petri.
Una vez solidificado el medio, se realizaron 7 orificios
de 5 mm de didmetro: uno central para el antigeno,
rodeado de 6 equidistantes para 3 sueros problemassin
diluir y sus testigos respectivos: positivo, negativo y
positivo moderado. Las cajas se mantuvieron a 20 C
durante 48 horas para incubacién. Las pruebas se
registraron como positivas cuando las lineas de precipi-
tacién eran idénticas a las del suero testigo positivo.

Para la deteccion de 10 animales con LP, se determi-
né la cantidad de leucocitos por mm?® en la sangre
colectada con anticoagulante EDTA. La cuenta diferen-
cial se expresd en porcentajes y cifras absolutas, segiin
las técnicas convencionales descritas por Benjamin.*

El estudio consistié en dos fases:

Fase 1. Seleccién de cuatro grupos de animales en
produccién con las siguientes caracteristicas:

Grupo 1. 10 animales ELISA positivos al VLB mas
leucocitosis persistente (LP).

Grupo 2. 10 animales serolégicamente positivos al
VLB utilizando la prueba ELISA.

* Leukoassay-B. Pitman-Moore, Nueva Jersey, EUA
** Lab. Gibco. Nueva York, EUA
*** Cappel Labs, Pennsylvania, EUA



Cuadro 1
NIVELES DE ANTICUERPOS ANTI-VLB

Grupos I T m v
Muestreos 1-2-3 1-2-3 1-2-3 1-2-3

1 1/ 128% (+)** 1/ 64* () ** 1/ 128* (+)** -

2 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) -

3 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) -

4 1/ 64 (+) 1/ 64 +) 1/ 256 (+) -

5 1/ 512% (+) 1/ 64 (+) 1/128 (+) -

6 1/ 256 (+) 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) -

7 1/ 64 (+) 1/128 (+) 1/ 64 (+) -

8 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) 1/ 128 (+) -

9 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) -

10 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) 1/ 64 (+) -

11 -

12

13 -

14 -

15 -

* Prueba de ELISA** Prueba de IDGA positiva
I- (+LP)

1 (+)

III- (+ tumoral)

IV- (testigo)

Grupo 3. 10 animales ELISA positivos al VLB mis
presentacién clinica de la enfermedad.

Grupo 4. 15 animales clinicamente sanos y ELISA
negativos al VLB (testigos).

De cada animal se obtuvieron dos muestras de 12 ml
de sangre cada una, unasin yla otra con anticoagulante
Etlen-Diamino-Tetra-Acético (EDTA), a partir de la
vena coccigea, empleando el sistema de tubos al vacio.
De la sangre colectada sin anticoagulante se obtuvo el
suero mediante centrifugacién y se congeld a -20 C
hasta el momento de su analisis.

Fase I1. De los 45 animales seleccionados para formar
los cuatro grupos, se realizaron tres muestreos sangui-
neos seriados con intervalos de un mes cada uno y se
procedid en la forma descrita.

Los resultados se sometieronaunanélisis de varian-

za totalmente al azar y con un nivel de significancia de
(P <0.01).

Resultados

Serologia

Los resultados de los 30 sueros de los bovinos detec-
tados como positivosy de los 15 negativos con la prueba
de ELISA se comprobaron con IDGA.

Ningin animal del grupo testigo negativo presentd
reacciones seropositivas al VLB durante los tres
muestreos seriados.

Con la prueba de ELISA el titulo de anticuerpos mas
elevado se observd en un animal del grupo 1 (1/512).

La especificidad de la prueba de IDGA fue de 100%
comparada con los resultados de ELISA.

En los treinta bovinos que formaron los tres grupos
de animales seropositivos, el titulo de anticuerpos de-
tectados mediante la prueba de ELISA permanecié
constante durante las tres determinaciones (una cada

mes); no hubo diferencias estadisticas significativas
(Cuadro 1).
Biometria hemdtica

Los valores del hematécrito en los animales de los
grupos1, 2y4no presentaron variaciones significativas,
pero en el grupo 3 los niveles fueron significativamente
bajos (P < 0.05). En el conteo de eritrocitos no se
observaron cambios significativos en los grupos 1,2y4;
en elgrupo 3 fueron bajos (P < 0.05). La concentracién
de hemoglobina en elgrupo 3 fue baja (P < 0.05); enlos
otros grupos permanecié normal. En los animales de
losgrupos 1y 3aumenté considerablemente el niimero
de leucocitos (P < 0.01); en los grupos 2 y 4 éste se
mantuvo dentro de los limites de referencia. El porcen-
taje delinfocitos en losgrupos1y 3 fue significativamente
superior al de los otros grupos (P < 0.01 (Cuadro 2,
Figuras 1-4).

Discusidn

En este trabajo se supone que lainfeccién con el VLB
se asocia directamente a la respuesta de los anticuerpos
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Cuadro 2

BIOMETRIA HEMATICA
Grupo No. de HT** G.R. ** HB* G.B. ** Linfocitos**
: bovino % mm’ g/100ml mn’ %
1 10 36.55° 6.92b 11.95° 35.71* 71.322
2 10 37.67° 7.15° 12.18° 7.82¢ 59.84"
3 10 30.96° 6.35¢ 10.09¢ 1557 67.43*
4 15 40.30* 7.952 13.04* 8.13¢ 47.75¢

* Las medias con diferentes letras son significativas P < 0.05

1- (+LP)  3- (+ tumoral)

2- (+) 4- (testigo)

** Las medias con diferentes letras son altamente significativas P < 0.01

anti-VLB. Esta caracteristica proporciona una confiable
opcién para identificar animales infectados mediante
pruebas inmunolégicas como lo sefialan Ferrer et al.>°

Recientemente se han desarrollado miltiples estu-
dios sobre la deteccién y cuantificacién de anticuerpos
anti-VLB. Kajikawa et al.'® demostraron que la sensibili-
dad de la prueba de ELISA es mayor que la prueba de
IDGA, para la deteccién de anticuerpos contra el virus
de la LB. En otro trabajo se comprobd mayor efectivi-
dad en la prueba de ELISA que en la de IDGA al
emplear anticuerpos monoclonales, para la deteccién
de animales infectados con el VLB." Burridge et al’
observaron en 32 muestras sanguineas de bovinos in-
fectados con VLB escasa variacién en los titulos de
anticuerpos dentro de un periodo aproximado de seis
meses, similar a lo obtenido en este estudio.

También se comprobé la efectividad de estas dos
pruebas (ELISA-IDGA) en el suero de leche de bovinos
infectados; la primera resulté més sensible y con menor
porcentaje de falsos positivos. Klimentwski'® empled la
técnica de ELISA en sueros sanguineos para demostrar
51.7% de reactores positivos al VLB, comparado con
42.4% con la de IDGA. El titulo de anticuerpos detec-
tados durante tres meses no varié de manera importan-
te. Toma et al.,*® observaron alta especificidad en la
prueba de ELISA (99%) en muestreos seriados de
sangre y leche de bovinos infectados con el VLB; con-
cluyeron que ELISA es una prueba factible para detec-
tar infecciones iniciales y para evaluar hatos libres de la
enfermedad. La prueba de ELISA es muy sensible y
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Figura 2. Valores de glébulos blancos
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Figura 3. Valores de linfocitos

especifica para la medicion de anticuerpos; no obstan-
te, la prueba de IDGA, por su bajo costo y ficil desarro-
llo, puede considerarse una buena alternativa para
aplicarse en estudios epidemiologicos.

En el presente estudio todos los sueros de bovinos
con titulos ELISA positivos al VLB también lo fueron
con IDGA. Luego, se concluye que para fines practicos
y para estudios epidemiolégicos es factible usar esta
iltima, ya que es econdmica y facil de realizar. Asimis-
mo, los titulos de anticuerpos detectados por elmétodo
de ELISA permanecieron constantes durante todo el
experimento. No se observé ninguna correlacién entre
el titulo de anticuerpos anti-VLB con las tres presenta-
cionesdelaenfermedad (seropositivos masleucocitosis
persistente, seropositivos y seropositivos tumorales).
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Abstract

Bovine enzooticlymphosarcomais the mostimportant
and common neoplastic disease in cattle. Information
concerning this problem in Mexico is scarce. The
objective of the study was to compare the effectivity of
the agar gel immunodiffusion test with the ELISA one
for the diagnosis of this disease in Holstein-Friesian
cattle sera. Three groups were formed with ten animals
each and a fourth one with fifteen. The first consisted
of seropositive animals with persistentleucocytosis; the
second one of seropositive animalswithout presentation
of the disease and without persistent leucocytosis; the
third one with bovine enzootic leucosis and the fourth,
was the control. Three samples of blood were obtained
from each animal with monthly intervals. Serological
tests resulted equally specific. Major antibody titrers
weredetectedin Group 1, notfindingadirect correlation
between titrers and presence of the clinical disease.
Antibody titrers detected with ELISA did not change
during the three samples in the infected groups.
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