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RESUMO - Dois antígenos para diagnóstico da leucose bovina (LB) pela prova de imunodifusão em gel 
(IDG) foram comparados mediante exame de 117 soros de bovinos:um antígeno duplo,contendo gIl-
coproteína gp 51 e polipeptídios interno p 24125, e o antígeno Lcukassay li, contendo apenas a gllco-
proteína. Os dois antígenos apresentaram resultados similares. Setecentas e quarenta e seis amostras de 
soros de bovinos, procedentes de 65 fazendas distribuídas por 20 municípios do Estado do Rio de Ja-
neiro, foram, examinadas pela IDG, usando-se, rotineiramente, o antígeno duplo. Apenas 49 soros do 
município de Petrópolis foram examinados com o antígeno Leukassay B. Duzentos e um soros apre-
sentaram esultado positivo (26,99%), indicativo de infecção pelo vírus da LB, que se mostrou dissemi-
nado pelas diferentes microrregiões homogêneas do estado. 
Termos para indexação: imunodifusão em gel, antígeno duplo, antígeno Leukassay B, diagnóstico de 
leucose bovina. 

ANTIGENS OF BOVINE LEUKOSIS VIRUS 
AND PRECIPITATING ANTIBODIES IN SEnA OF CATTLE 

ABSTRACT - Two antigens for agar gel immunodiffusion (AGID) test in diagnosing Bovino Leukosis 
Virus (BLV) infection were compared by examination of 117 bovino sera: a dual antigen, containing 
both glycoprotein gp 51 and internal polypeptide p 24125 and the Leukassay B antigen that contains 
only the glycoprotein. Similar results were shown by both antigens. Seven hundred and forty six 
bovine serum samples, collected in 65 farms of 20 counties of Rio de Janeiro State, were examined 
by AGID test, using routinely the dual antigen. OnIy 49 sera from Petropolis county were checked 
with Leukassay B antigen. Two hundred and one sera showed positive reactions (26.99%), indicative 
of BLV infection which appeared welI disseminated among cattle from different regions of the State. 

Index terrns: dual antigen, Leukassay B antigen, Agar gel immunodiffusion (AGID) test, bovine sera 
diagnosis of bovine leucosis. 

INTRODUÇÃO 

Leucose bovina, linfossarcoma, leucemia, leuce-
mia linfática, linfoblastoma, linfomatose e linfoci-
tose persistente são designações hoje aceitas para 
descrever diferentes tipos de reação de bovídeos ao 
vírus da leucose bovina (Burny et aI. 1978, Ferrer 
1980). A leucose bovina (LB), ou, mais precisa-
mente, leucose bovina enzoótica (LBE), possui 
uma distribuição geográfica cosmopolita, tendo si-
do registrada em vários países da Europa, Israel, 
Tunísia, África do Sul, Áustralia, Japão, Canadá, 
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Estados Unidos da América, Venezuela e Chile 
(Burny et ai. 1980, Ebert & Wittwer 1974, Ferrer 
1980, Lombard 1968 e Marin etaL 1978). 

A LB, registrada pela primeira vez por Bollinger 
(1874), difundiu-se na Europa, sobretudo depois 
da II Guerra Mundial (Bendixen 1970, Burny et al. 
1980 e Ferrer 1980). No início, identificada pelas 
lesões e sinais clínicos, teve seu diagnóstico facili-
tado com a adoção dos exames hematológicos que 
resultaram no estabelecimento das conhecidas cha-
ves leucósicas (Bendixen 1970, Goetze etaL 1953, 
Marshak 1968 e Mammerickx eI aL 1978), permi-
tindo o reconhecimento precoce da doença. Com  
os novos conhecimentos sobre a LB, o esclareci-
mento de sua etiologia (Dutcher et al. 1964, Dut-
cher et al. 1967, Dutla et aL 1970, Ferrer et ai. 
1971 1  Malmquist et ai. 1969, Milier et ai. 1969 e 
Maaten et ai. 1974) e o estudo físico-químico do 
vírus responsável (Burny et al. 1978 e 1980, Fer-
rer 1980 e Mussgay & Kaaden 1978), foi possível 
a introdução de provas sorológicas para verificação 
dos anticorpos específicos e conseqüente reconhe- 
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cimento da infecção (Malmquist et ai. 1969, Mil-
ler & Olson 1972 e Onuma et aI. 1975). Entre es-
tas provas, a soroprecipitação, ou imunodifusão 
em gel (IDG), vem sendo aplicada em larga escala 
devido a sua fácil execução, sensibilidade e especi-
ficidade (Burny et ai. 1978, House et ai. 1977, 
Mitscherlich et al. 1976, Olson et al. 1973 e 
Phillips et ai. 1978). Vários tipos de antígenos, ca-
racterizados por seu conteúdo em polipepti'dios - 
ou glicoproteínas, foram estudados e os melhores 
resultados foram obtidos, quando se empregou an-
tígeno contendo a glicoproteína de 45 a Soou de 
60 a 70 quilodáltons, hoje identificada como gp  51 
(Burny et ai. 1978 e 1980 e Mussgay & Kaaden 
1978). 

No Brasil, o primeiro registro de linfossarcoma 
em bovino deve-se a Rangei & Machado (1943), 
que consignaram quatro casos, sendo dois de baço, 
um de coração e um de gânglio. Merkt et ai. 
(1959) publicaram, no Rio Grande do Sul, a obser-
vação clínica de leucose em um bovino, confirma-
da por achados histopatológicos, e empregaram, 
pela primeira vez entre nós, o exame hematológico 
para reconhecimento da doença. Entre 140 ani-
mais examinados, foram encontrados 12 (8,6%) 
positivos e 22 (15,7%) suspeitos. Santos et ai. 
(1959) registraram a doença em Nova Friburgo, 
Rio de Janeiro, descrevendo o caso de uma vaca 
importada da Suécia, com infarto ganglionar e 
exoftalmia. Os exames histológicos permitiram o 
diagnóstico de linfossarcoma. Dacorso Filho et ai. 
(1966167) descrevem quatro novos casos com 
base em achados de necrópsia e lesões histopatoló-
gicas; em um dos casos, foi notada exoftalmia e 
aumento ganglionar. Machado et ai. (1963), num 
levantamento de blastomas por todo o Brasil, regis-
traram 17 casos de linfossarcoma e 12 casos de leu-
cose linfóide em bovinos. Ao trabalho de Merkt 
et ai. (1959), seguiram-se outros consignando da-
dos clínicos, hematológicos e histopatológicos, co-
mo os de Vaske et ai. (1965) no Rio Grande do 
Sul, Freire & Freitas (1966). no Estado do Rio de 
Janeiro, Cavalcante et al. (1969), cru Pernambuco, 
Alencar Filho (1970) e Alencar Filho etal. (1975), 
em São Paulo, e Muchaluat (1971) em Minas Ge-
rais. Alencar Filho et ai. (1979) realizaram um le-
vantamento da infecção pelo vírus da LB em São 
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Paulo, utilizando a prova de imunodifusão em gel 
(IDG). De 1.013 soros examinados, 361 (35,6%) 
apresentaram resultados positivos. Romero & Ro-
we (1981), utilizando a mesma técnica, examina-
ram 1.444 soros de doze propriedades de explora-
ção leiteira do Estado do Rio de Janeiro, encon-
trando 769 (53,25%) reações positivas. 

No presente trabalho, apresentam-se os resulta-
dos obtidos com o emprego de dois antígenos pa-
ra a prova de IDG ou soroprecipitação em gel e os 
resultados dos exames de soros de bovinos, coleta-
dos em 20 municípios do Estado do Rio de Janei-
ro. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizados 746 soros de bovinos, sendo a quase 
totalidade de fêmeas mestiças de Holandês x Zebu, acima 
de dois anos e meio de idade. Um lote de oito soros pio-
cedia de bezerros com cerca de oito meses. Estes soros fo-
ram coletados em 65 fazendas, distribuídas por 20 muni-
cípios do Estado do Rio de Janeiro. Os bovinos eram san-
grados por punção da jugular e o sangue transportado ao 
laboratório, em condições de refrigeração, após coagula-
ção e dessoramento. No laboratório, cada soro era clarifi-
cado por centrifugação, sendo o sobrenadante retirado pa-
ra outro vidro e conservado a - 20 0C até ser testado. Soros 
de doze municípios foram coletados para estudos bioquí-
micos, em 1979 e 1980. Os dos municípios de Itaguaí, 
Nova Friburgo, Petrópolis, Teresópolis, Angra dos Reis, 
Rio Bonito, Campos e São João da Barra foram obtidos 
em 1981 para o fim especial deste trabalho (Tabela 1). 

Os soros foram examinados sem diluição e sem aqueci-
mento prévio; além do soro dos bpvinos em estudo, 
empregaram-se soros positivos conhecidos. 

Utilizaram-se dois tipos de antígeno: 
a.antigeno elaborado no Brasil, contendo glicoproteí-

na 45155, hoje designada gp 51 (Burny et ai. 1980), 
e polipeptídio interno 1' 24125(Romero & Rowe 
1981), que passou a ser chamado de antígeno du-
plo; 

b. antígeno "Leukassay B" (Pittman-Moore., Inc.), im-
portado dos Estados Unidos contendo apenas a gil-
coproteína. 

Ambos os antígenos provinham de cultivo do vírus em 
células de linhagem ovina. O antígeno duplo foi recebido 
congelado e o Leukassay B • liofilizado. 

Prova de imunodifusão em r1  (IDG) 

Com o antígeno duplo utilizou-se Agir Noble (Difco) 
a 0,7% em solução tampão de pH 7,3 contendo NaCI-1,45 
M, KCI 0,003 M, Na 2 11PO4 0,008 M, KH 2 PO4  0,001514 
e EDTA (disódio) 0,001 M. Para cada 1.000 ml agrega-
va-se 0,1 g de azida sódica. 
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TABELA 1. Resultados dos exames de soros de bovinos em municípios de diferentes microrregiões homogéneas (MRII) 
do Rio de Janeiro, pela prova de imunodifusão em gel para leucose bovina. 

MRH Municípios Fazendas N? de soros 	N9 de soros % de positivos 
examinados 	positivos nos municípios 

213 Campos A 17 07 25,64 
B 22 03 

São João da Barra A 16 08 50.00 

214 ltaocara A 10 01 
6 10 02 18,42 
C 10 00 
D 08 04 

Carmo A 06 00 
8 08 01 9,37 
C 09 01 
O 09 01 

Cantagalo A 10 01 
B 10 03 
8 08 00 13,04 
C 36 08 
o 51 03 

215 Três Rios A 10 03 
8 10 04 43,33 
C 10 06 

216 São Sebastião do Alto A 09 01 
8 09 02 23,07 
C 08 03 

Santa Maria Madalena A 10 01 
A 10 00 10,25 
C 10 01 
O 09 02 

Trajano de Moraes A 10 03 
8 10 03 47.50 
C 10 04 
o io 09 

217 Resende A 09 07 
8 09 05 
C 09 05 35,08 
O 10 01 
E 10 00 
F 10 02 

Barra do Piraí A 10 00 
A 10 00 00 
C 10 00 
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TABELA!. Continuaçâo 

MRH 	Municípios 	 Fazendas 	N9 de soros 	N9 de soros 	% de rositivos 
examinados 	positivos 	nos munic(pios 

218 Nova Friburgo A 07 02 4285 
B 07 04 

Teresópolis A 07 03 
8 07 03 28.57 
C 07 00 

Petrópolis A 09 03 
B 10 05 
C 10 00 24,48 
o 10 03 
E 10 01 

219 Piral A 10 04 25.00 
8 10 01 

Vassouras A 10 02 
B 10 04 
C 10 02 38,00 
D 10 06 
E 10 05 

Rio Claro A 10 02 30.00 

220 Rio Bonito A 20 08 62,86 
B 15 14 

221 Itaguai A 10 00 
B 11 02 
C 10 00 19,60 
o 10 06 
E 10 02 

223 Angra dos Reis A 24 10 41,66 

Totais 	 65 	746 	 201 	 26,99 

8 • Animais com cerca de oito meses de idade. 

	

A mistura era aquecida em banho-maria até completa 	levantada, para completo resfriamento. Usando-se um cor- 

	

diluiço e, ainda quente, distribuída em volume de 	tador apropriado, estabelecia-se em cada placa um conjun- 

	

100 ml, em frascos estéreis. Quando esfriada, era guardada 	to de sete furos, um central e seis em volta. Com  pipeta li- 

	

em geladeira até ser usada dentro de quatro semanas. No 	gada a vácuo, retirava-se o ágar de cada perfuração, fican- 

	

dia da realização da prova, o ágar era aquecido em banho- 	do um pequeno orifício - Cada orifício tinha 6 mm de diá- 

	

-maria até completa transparéncia e esfriado a 50-56 °C 	metro e distava 3 mm um do outro. No orifício central, 

	

para ser pipetado em placa-de-petri, na proporção de 6 ml 	depositava-se soro positivo conhecido; nos orifícios acima 

	

para cada placa de 5 cm de diâmetro. As placas eram dei- 	e abaixo, antígeno; e nos quatros orificios restantes, soros 

	

xadas à temperatura ambiente, com a tampa ligeiramente 	em exame (Fig. 1). As placas eram incubadas em câmara 
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FIG. 1. IDG - antígeno dupla - distribuição das reagentes. 
1.4 	= Antígeno 
2.3.5.6 = Saras desconhecidos 
7 	= Sara padrão positiva. 

seca, à temperatura ambiente, e a leitura final feita 72 ha-
ras após a distribuição das reagentes. Leituras intermediá-
rias de 24 e 48 haras eram anatadas. 

Quando se utilizou o antigeno Leukassay B, foram se-
guidas as indicaçôes que acompanham a reagente. Para o 
preparo de Agar Noble a 0,7%, empregou-se solução tam-
pão de pli 8,6 preparada juntando-se, a um litro de água 
destilada, 2 g de Na011, 70 g de NaCI e 9 g de H 3 B03 . 

O ágar fervido ató completa dissolução, quando atingia 
50-56 0C, era distribuído em placas de 90 mm, na propor-
ção de 14 ml por placa. 

Com o cortador já referido, estabeleciam-se, em cada 
placa, quatro moldes, com sete orifícios cada. Em cada 
molde, o orifício central recebia o antígeno; em seguida, 
três dos orifícios circundantes, alternadamente, eram 
ocupados por soro em exame, um em cada orifício; nos 
três orifícios restantes, colocava-se soro positivo conhe-
cido. Em cada placa, um molde era usado para controle de 
reagentes: antígeno, soro positivo, soro fracamente posi-
tivo e soro negativo (Fig. 2). 

M0LDECE 

o 
MOLOED 	 MOLDSA 

)M0LDE - 
e - ogo 

FIG. 2. IDG - ant(geno Leukassay B - distribuição dos 
reagentes. 
1.3.5. = Soro padrão positivo 
2.4.6. = Soros desconhecidos 
7 = Ant(geno. 

Após a leitura final de 72 horas, os soros em exame 
eram considerados: 

a-negativo - nenhuma linha de precipitação entre os 
soros em exame e o antígeno. As linhas de precipita-
ção do soro positivo (antígeno duplo) ou dos soros 
positivos (antigeno Leukassay) tocam ou se aproxi-
mam do orifício com soro negativo; 

b. fracamente positivo - linha do soro positivo apre-
senta ligeira curvatura junto ao soro em exame, ou 
pequena linha com formação tardia entre o soro em 
exame e o antígeno duplo, ou as linhas dos soros 
positivos conhecidos sofrem curvatura ao se aproxi-
marem do orificio com soro em exame (antígeno 
Leukassay); 

e, positivo - linha de precipitação entre o soro em exa-
me e o antígeno. 

Os resultados fracamente positivos, quando não espe-
cificados, foram considerados como positivos. 

Comparação entre os dois antígenos 

Cento e dezessete soros foram examinados, comparati-
vamente, com os dois antígenos, em suas metodologias 
respectivas. 

Exame de soros de bovinos pela IDO 
A verificação de anticorpos precipitantes foi levada a 

efeito pela prova de lDG. Foram examinados 697 soros 
com o antígeno duplo, incluindo os 117 do estudo com-
parativo. Apenas 49 soros, do município de Petrópolis, 
foram testados exclusivamcnte com o antigeno Leukassay 
B. 

RESULTADOS 

Comparação entre antigenos 

Cento e dezessete soros foram examinados, 
comparativamente, pelos dois antígenos já descri- 
tos, respeitadas suas peculiaridades de distribuição, 
apresentando concordância de resultados no que 
diz respeito à positividade e negatividade. Na gra-
duação de fracamente positivo, observou-se ligeira 
divergência, conforme a Tabela 2. De 59 soros 
positivos com antigeno duplo, 45 deram o mesmo 
resultado com Leukassay B e 14 foram fracamente 
positivos. De 18 soros fracamente positivos com 
antígeno duplo, 14 mostraram resultado idêntico 
com Leukassay B e quatro foram positivos. Qua- 
renta soros revelaram-se negativos com ambos os 
antígenos. 

Exame de soro de bovinos pela prova do IDO 

Setecentos e quarenta e seis soros de bovinos, 
incluídos os 117 já mencionados, foram examina- 
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TABELA 2. Resultado do exame comparativo de 117 soros pela prova de imunodifusão para leucose bovina com dois 
antígeenos em estudo. 

Antígeno duplo 	 Ant(geno Leukassay-B 

Resultado 	 N9 de soros 	 Resultado 	 N9 de soros 

Positivo 	 59 	 Positivo 45 
- 	 Fracamente positivo 14 

Fracamente positivo 	 18 	 Positivo 04 
Fracamente positivo - 	 14 

Negativo 	 40 	 Negativo 40 

dos pela IDG. Os resultados obtidos figuram na 
Tabela 1, onde os municípios foram citados pelas 
suas respectivas microrregiões homogêneas (Funda-
ção IBGE 1974). Duzentos e um apresentaram re-
sultado positivo, ou seja, 26,99%. Examinando-se 
os resultados por fazenda, verificou-se que a pro-
porção de positividade variou de zero a 93,33%. 
A comparação por município resultou numa va-
riação de zero a 62,86% (Tabela 1). 

DISCUSSÃO 

Ambos os antígenos usados no presente traba-
lho continham a glicoproteína vira1. Na compara-
ção levada a efeito entre eles, com o exame de 
117 soros, verificou-se coincidência de resultados 
no que diz respeito a positividade ou negatividade. 
Uma ligeira discrepância anotada na qualificação 
fracamente positivo não afeta o julgamento do 
animal. Quando se ensaiaram comparativamente 
os sistemas de distribuição dos reagentes, os auto-
res tiveram a impressão de que a distribuição alter-
nada (Leukassay) nos soros fracamente positivos 
proporciona uma leitura mais fácil e segura, pois a 
pequena curvatura da linha, observada de um lado, 
é confirmada por observação idéntica do outro, 
servindo de comparação e de confirmação. 

A especificidade, eficácia e sensibilidade da pro-
va de IDO são reconhecidas por vários pesquisado-
res (Burny et ai. 1978 e 1980, Ferrer 1980 e 
Mussgay & Kaaden 1978). O seu valor prático po-
de ser confirmado pela observação de que, no Bra-
sil, até 1978, haviam sido diagnosticados cerca de 
190 casos de LB; com a introdução da IDO, em 
1979, já foram examinados 2.457 soros com 
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1.130 resultados positivos (Alencar Filho et aL 
1979 e Romero & Rowe 1981). A estes números, 
somam-se os resultados do presente trabalho, com 
746 soros examinados dos quais 201 mostram 
reação positiva. A variação anotada entre fazendas, 
de zero a 93,33%, concorda com observações pré-
vias (Alencar Filho et aL 1979, House etal. 1977, 
Mitscherlich etal. 1976 e Onuma etal. 1975) e en-
quadra-se no conceito epizootiológico de que a LB 
deve ser considerada como uma doença do reba-
nho. A negatividade de um município decorre, 
muito provavelmente, do reduzido número de 
soros examinados dele procedentes. 

Os resultados do presente trabalho, indicando 
uma percentagem de 26,99% de reações positivas, 
estão mais próximos dos de Alencar Filho et ai. 
(1979) que encontraram 35,6% de reagentes, no 
Estado de São Paulo. O percentual mais alto 
(53,25%), registrado por Romero & Rowe (1981), 
talvez se deva ao sistema de criação dos animais 
testados ou ao simples acaso. 

Convém registrar que estes resultados indicam 
apenas a percentagem de animais infectados com o 
vfrus da LB e é aceito que menos de 10% chegam 
a desenvolver uma forma clíMca da doença: lin-
fossarcoma ou linfocitose persistente. 

CONCLUSÕES 
1. Ambos os antígenos testados forneceram, 

praticamente, os mesmos resultados. 
2. Dos 746 soros de bovinos examinados, 201 

(26,99%) mostraram possuir anticorpos precipitan-
tes para o vírus da LB, indicando uma ampla difu-
são deste vírus entre a população bovina do Estado 
do Rio de Janeiro. 
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3. A alta variação de positividade (de zero a 
93,33%), encontrada entre as fazendas, é própria 
de epizootiologia da LII. 
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