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ABSTRACT.- Ferreira M.I.C., Romero C.H. & Rowe c:A. 1982. [A comparative study between 
the plate and slide immunodiffusion tests in the detection of antibodies against enzootic bovine 
leukosis virus.] Estudo comparativo entre as provas de imunodifusão em placa e em lâmina na 
detecção _de anticorpos contra o vírus da leucose enzoótica bovina. Pesquisa Veterinária Brasilei
ra 2(2):49-53. Embrapa - Patologia Animal, Km 47, Seropédica, RJ 23460, Brazil. 

The agar gel immunodiffusion tests performed in plates and on slides were compared in their 
efficiency to detect antibodies against the major glycoprotein gp51 of enzootic bovine leukosis 
virus (BLV). Materiais tested were rnilk, plasma and serum obtained from cattle belonging to 
seven dairy herds located in the States of Rio de Janeiro and São Paulo. Both tests were equally 
inefficient in the detection of antibodies in the rnilk. The plat~ immunodiffusion test was more 
sensitive than the slide test in the detection of antibodies in plasma, although, when the tests 
were performed with serum, both were equally sensitive in the identification of infected cattle. 
Out of a total of 1031 sera tested, 361 (35.0%) were identified as positive using the plate test, 
while the slide test detected 355 (34.4%) positives. It is concluded that- the slide inununodiffu
sion test can efficiently substitute for the plate immunodiffusion test in the detection of 
antibodies against gp51 of BLV in the serum, with the additional advantage of utilizing smaller 
amounts of glycoprotein antigen. 

INDEX TERMS: Enzootic bovine leukosis, vírus, plate immunodiffusion, slide immunodiffusion. 

SINOPSE.- As provas de imunodifusão em ágar gel, realizadas 
em placa e em lâmina, foram comparadas quanto à eficiência 
em detectar anticorpos contra a glicoproteína maior gp51 rio 
vírus da leucose enzoótica bovina (VLB). As amostras testadas 
constaram de leite, plasma e soro, obtidos de bovinos perten
centes a sete rebanhos leiteiros dos Estados do Rio de Janeiro 
e São Paulo. Ambas as provas foram igualmente ineficientes na 
detecção de anticorpos no leite. A prova de imunodifusão em 
placa foi mais sensível que a prova em lâmina, na detecção de 
anticorpos no plasma, porém, quando as provas eram realiza
das com soro, as duas eram igualmente sensíveis na identifica
ção de bovinos infectados. De um total de 1031 soros testados, 
a prova em placa detectou 361 (35,0%) soros positivos enquan
to a prova em lâmina 355 (34,4%). Concluiu-se que a prova em 
lâmina pode substituir a prova em placa eficientemente na de
tecção de anticorpos contra gp51 do VLB no soro, com a van
tagem de utilizar menores quantidades de antígeno glicopro
téico. 
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difusão em placa, imunodifusão em lâmina. 

INTRODUÇÃO 

A ocorrência de casos clínicos de leucose enzoótica bovina no 
Brasil (Dacorso Filho et ai. 1966, Freire &Freitas 1966), tanto 
como a presença do agente causal, um vírus ARN de tipo C 
(Miller et ai. 1969), são fatos bem documentados (Alencar 
Filho et ai. 1979, Romero & Rowe 1981 ). O vírus da leucose 
bovina (VLB) está disseminado mundialmente e em geral se 
acha associado com o gado leiteiro de origem européia. A in
fecção é hoje considerada como um problema emergente de 
considerável importância sanitária e econômica, não só porque 
a presença do VLB impõe sérias restrições à exportação e im
portação de bovinos de alto potencial genético (Ferrer 1979), 
mas também devido à mortalidade que ele causa e às possíveis 
repercussões da infecção sobre a produtividade dos bovinos 
atingidos. Por estes motivos, foram desenvolvidos testes bas
tante sensíveis e específicos para identificar os bovinos infec
tados com o VLB e desta forma facilitar a erradicação da doen
ça. Alguns destes testes são o radioimunoensaio para detectar 
anticorpos contra p25 (McDonald & Ferrer 1976), o teste imu
nossorbente ligado a enzimas também conhecido como Elisa 
(Todd et ai. 1980) para detectar anticorpos contra gp51 e o 
teste de indução de sincícios para detectar o VLB (Ferrer & 
Diglio 1976). Porém, o teste mais extensivamente utilizado é 
a prova de imunodifusão em ágar gel em placa (Miller & Van 
Der Maaten 1977) para detectar anticorpos contra gp51, a gli
coproteína maior localizada no envelope do VLB (Onuma et 

49 Pesq. Vet. Bras. ](2):49-53. 1982 



50 
M.I.C. Ferreira, C.H. Romero e C.A. Rowe-

ai. 1975). A simplicidade da prova de imunodifusão, junto à trai com o soro referência. Os quatro orifícios periféricos res
relativa rapidez com que se obtêm os resultados (24-72 horas) tantes foram preenchidos com as amostras a serem testadas. 
sem a necessidade de utilizar equipamentos caros e sofistica- As placas foram mantidas a temperatura ambiente, observa
dos, fazem dela a prova ideal a ser aplicada em programas de das a cada 24 horas e a leitura final foi feita após 72 horas. 
controle e erradicação do VLB (Ressang 1978). O antígeno gli- O teste era considerado válido sempre que duas linhas de pre
coprotéico gp51 é disponível comercialmente sob o nome de cipitação aparecessem entre o soro referência e cada um dos 
Leukassay-B (Pitman-Moore, New Jersey, USA) ou pode ser orifícios contendo o antígeno referência. As amostras em pro
preparado no laboratório, com um mínimo de tecnologia, a va eram consideradas positivas quando formavam uma ou duas 
partir de linhagens celulares persistentemente infectadas com linhas de precipitação idênticas às linhas do soro referência 
o VLB (Van Der Maaten et ai. 1974, Ferrer, comunicação pes- (Fig .. 1). A placa assim preparada era suficiente para testar qua
soal). O objetivo do presente estudo foi comparar as provas de tro amostras ao mesmo tempo. 
imunodifusão em ágar gel realizadas em placa e em lâmina na 
detecção de anticorpos específicos contra a glicoproteína gp51 
do VLB. Esta última prova teria a vantagem de possibilitar 
maior número de testes com menores quantidades de antígeno 
e reativos em geral. 

MATERIAL E M:gTODOS 

Antígeno referência do viros da leucose enzoótica bovina. 
Uma linhagem celular de rim de feto ovino (Van Der Maaten 
et ai. 1974), persistentemente infectada com o vírus da leucose 
enzoótica bovina (VLB), foi utilizada para produzir o antígeno 
referência. As culturas foram mantidas em garrafas de Roux 
em uma mistura de partes iguais dos meiós de cultura HAM 
FIO e 199, suplementados com 3% de soro bovino (livre de an
ticorpos contra o VLB) para crescimento e 1 % para manuten~ 
ção. Penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 µg/ml) e mi
costatina (25 U/ml) foram também adicionados ao meio de 
cultura. Os fluídos célulares eram coletados entre 48 e 72 ho
ras, conse,vados a soe até um máximo de duas semanas e con
centrados 70 vezes por diálise em polietilenoglicol 6000. Esta 
preparação continha tanto a glicoproteína gp51 do envelope 
virai (Onuma et ai. 1975) como o polipeptídeo estrutural 
p25 (Miller & Olson 1972). 

Soros referência contra o vírus da leucose enzoótica bovina. 
Os soros referência foram obtidos de bovinos com anticorpos 
tanto contra gp51 como contra p25. A especificidade das rea
ções foi inicialmente verificada testando-se estes soros ao lado 
do soro de uma vaca com linfossarcoma clínico (Romero & 
Rowe 1981) e do soro de uma ovelha experimentalmente in
fectada com o VLB (Onuma et al. 1975). 

Ágar gel para as provas de imunodifusão. As provas de imu
nodifusão foram realizadas em Ágar Difco purificado (Difco 
Laboratories, Detroit, USA) a 0,7% em tampão pH 7,3 conten
do NaCl (85,0 g), KCl (0,2 g), Na2HP04 (1,2 g), KH2P04 

(0,2 g), EDTA dissódico (0,372 g) e merthiolate (1 :10.000) 
como preservativo, por litro. 

lmunodifusão em placa. Foram colocados 6 ml de ágar em 
placas de Petri de 5 cm de diâmetro, que permaneceram ar
mazenadas a 8°C pelo prazo mãximo de uma semana antes de 
sua utilização. O padrão do teste era hexagonal e constituía-se 
de um orifício central e seis periféricos, cada um medindo 
7 mm de diâmetro, eqüidistantes entre si (3 mm entre dois 
consecutivos). Em cada placa, os orifícios superior e inferim 
foram preenchidos com o antígeno referência e o orifício cen-
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Fig. 1. A prova de imunodifusífo em dgar gel realizada em placa. 
O orif(do central éontém o soro referência (SR) e os ori
f(cios superior e inferior o ant(geno referência (AG). Os 
quatro orif(cios laterais contêm, (1) e (3), soros de bovinos 
com anticorpos contra gp51; (4), soro bovino com anticor
pos tanto contra gp5J como contra p25, e, (2), soro de um 
bovino sem anticorpos contra o VLB. 

Fig. 2. A prova de imunodifusão em dgar 
gel realizada em lâmina. A distri
buição e a reatividade dos soros e 
ant(genos é idêntica à reação da 
prova em placa. 
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Imunodifusão em lâmina. Foram uniformemente distribuí
dos em seis lâminas de vidro de 75 x 25 mm, fixadas numa 
bandeja de imunoeletroforese, 32 ml de preparação de ágar. O 
padrão do teste era constituído de duas figuras hexagonais ten
do cada uma delas um orifício central e seis periféricos, todos 
medindo 3,5 mm de diâmetro e eqüidistantes entre si (3,5 mm 
entre dois consecutivos). A disposição do antígeno referência, 
do soro referência e das amostras a serem testadas para presen
ça de anticorpos contra o VLB era a mesma que para as provas 
em placa. A avaliação das provas em lâmina seguia as mesmas 
normas da prova em placa (Fig. 2). A bandeja assim preparada 
era suficiente para testar 48 amostras simultaneamente. 

Amostras para determinação de anticorpos. Vacas mestiças 
holandês x zebu, com mais de quatro anos de idade, pertencen
tes a dois rebanhos leiteiros localizados no Estado do Rio de 
Janeiro (Rebanhos A e B), foram sangradas mensalmente du
rante seis meses consec~tivos por punção da veia jugular e cole 
ta do sangue em frascos contendo EDTA. Antes da sangria, 10 
ml de leite de cada vaca eram coletados em tubos de ensaio, 
depois de lavar e desinfectar as tetas. A caseína foi precipitada 
pela adição lenta de HCl lN, sendo o leite centrifugado a 
3000 rpm durante 15 minutos e a camada intermediária, geral
mente transparente e de pouca viscosidade, conten_do as imu
noglobulinas, foi transferida a um outro tubo de ensaio. O pH 
'foi imediatamente corrigido com NaOH lN até atingir 7,2-
7,4. Bovinos de diferentes faixas etárias da raça Holandês Preto 
e Branco, de rebanhos leiteiros localizados nos Estados de São 
Paulo (Rebanhos C-E) e Rio de Janeiro (Rebanho F) foram 
sangrados, uma vez, por punção da veia jugular para obtenção 
de soro. Num outro rebanho leiteiro localizado no Estado do 
Rio de Janeiro (Rebanho G), bezerros da raça Holandês Preto 
e Branco foram sangrados mensalmente durante 12 a 19 meses 
por punção da veia jugular também para obtenção de soro. 
Tanto o plasma quanto o leite e o soro coletados foram conge-

lados a -20ºC antes da pesquisa de anticorpos contra gp51 
do VLB nas provas de imunodifusão em placa e em lâmina. 

RESULTADOS 
As provas de imunodifusão em placa e em lâmina não detecta
ram anticorpos contra gp51 do VLB em 15 amostras de plasma 
e 15 amostras de leite obtidas de três vacas negativas do reba
nho A, durante seis meses consecutivos. Por outro lado, de 92 
plasmas correspondentes a 17 vacas infectadas do mesmo reba
nho, 90 (97,8%) possuíam anticorpos detectáveis pela prov~ 
em placa enquanto que a prova em lâmina revelou anticorpos 
em apenas 70 (76, 1 %) plasmas. Em oito (8,4%) das 95 amos
tras de leite das 17 vacas infectadas foi possível evidenciar an
ticorpos pela prova em placa enquanto que a prova em lâmina 
não detectou anticorpos em nenhuma delas. (Quadro 1) 

No rebanho B, ambas as provas revelaram anticorpos em 1 
(1 ,2%) de 82 plasmas correspondentes a 14 vacas negativas. O 
leite destas vacas não continha anticorpos detectáveis por am
bas as provas de imunodifusão. De 116 plasmas, corresponden
tes a 21 vacas positivas deste rebanho, 115 (99,1%) possuíam 
anticorpos demonstráveis pela prova em placa enquanto que 
106 (94,6%) de 112 provas realizadas revelaram os mesmos an
ticorpos na prova em lâmina. Das 118 amostras de leite coleta
das destas vacas, em duas (1, 7%) foi demonstrada a presença 
de anticorpos na prova em placa e em uma (0,9%) na prova em 
lâmina. (Quadro 1) 

Quando as duas provas de imunodifusão foram utilizadas 
para detectar anticorpos no soro de bovinos dos rebanhos C, 
D, E, F e G, a prova em placa detectou 48,8, 72,2, 73,1, 
41,7 e 13,3% de soros positivos enquanto que a prova em lâmi
na revelou 47,6 72,8, 71,2, 33,3 e 13,3% de soros positivos res
pectivamente (Quadro 2). Dos 1031 soros testados, a prova em 
placa acusou 361 (35,0%) positivos e a prova em lâ_mina, 355 
(34,4%). 

Quadro 1. Detecção de anticorpos contra gp51 do VLB no plasma e leite de vacas, durante um período 
de 6 meses, utilizando-se simultaneamente as proiVls de imunodifusão em placa e em lâmina 

N~ de Estado Anticorpos contra gp51 do VLB 
Rebanhos bovinos sorológico Imunodifusão 

inicial (a) Plasma Leite 

A 3 Placa 0/15 (0,0) (b) 0/15 (0,0) 
Lâmina 0/15 (0,0) 0/15 (0,0) 

17 + Placa 90/92 (97,8) 8/95 (8,4) 
+ Lâmina 70/92 (76, 1) 0/95 (0,0) 

B 14 Placa 1/82 ( 1,2) 0/80 (0,0) 
Lâmina 1/82 ( 1,2) 0/80 (0,0) 

21 + Placa 115/116(99,1) 2/118(1,7) 
+ Lâmina 106/112(94,6) 1/118(0,9) 

(a) Sem anticorpos(-) ou com anticorpos(+) no soro detectáveis na prova em placa no primeiro mês de 
experimentação. 

(b) Número de plasmas ou leites com anticorpos/Número de plasmas ou leites testados (percentage,n com 
anticorpos). 
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Quadro 2. Detecção de anticorpos contra gp51 do VLB no soro de bovinos de diferentes idades utilizando-se simultaneamente 
as provas de imunodifusão em placa e em lâmina 

Idade cm meses 

Rc'·anhos Imunodifusão Total 

0-3 4-6 7-12 13-18 19-30 31-48 49+ 

e Placa 9/13 1/7 8/54 9/29 l :!/58 12/16 62/69 120/246 (48,8 

Lâmina 9/13 1/7 8/54 9/29 17/58 12/16 61/69 117/246 (4 7,6 

D Placa 5/11 0/3 1/22 5/11 32/36 28/28 46/51 117 /162 (72,2 

Lâmina 5/11 0/3 1/22 5/11 33/36 28/28 46/51 11_8/162 (72,8 

E Placa 3/5 1/2 34/45 38/52 (73,1 

Lâmina 3/5 1/2 33/45 37/52 (71,2 

F Placa 0/7 15/27 15/36 (41,7 

Lâmina 0/7 12/29 12/36 (33,3 

G Placa 28/122 17/142 19/200 6/57 1/14 71/535 (13,3 

Lâmina 29/122 16/142 19/200 6/57 1/14 71/535 (13,3 

ª Número de soros com anticorpos/Número de soros testados (percentagem com anticorpos). 

DISCUSSÃO 

A prova de imunodifusão em ágar gel realizada em placa para 
detectar anticorpos específicos no soro contra a glicoproteína 
maior gp51 do VLB vem sendo utilizada desde 1975 como evi
dência de infecção com este vírus, tanto em programas de erra
dicação (Van Der Maaten, comunicação pessoal) como no teste 
de bovinos para exportação (Miller 1980). A prova de imuno
difusão tem sido comparada, no referente à sua eficiência e 
funcionalidade, a outras técnicas sorológicas modernas alta
mente sensíveis tais como o radioimunoensaio (Miller et ai. 
i981) e o teste de Elisa (Todd et ai. 1980). Apesar de alguns 
soros serem positivos no radioimunoensaio num momento em 
que a prova de imunodifusão ainda é negativa, a soroconver
são nesta última acontece aproximadamente 10 dias depois 
(Miller et ai. 1981). Uma limitação na utilização do radioimu
noensaio é a necessidade de dispor d~ ·um contador gamma e 
de antígenos altamente purificados, marcados com elementos 
radioativos, os quais não são de fácil obtenção em nosso meio. 
A prova de imunodifusão tem a grande vantagem de ser sim
ples, barata, dispensar equipamento especial e de poder ser 
realizada com antígenos realtivamente impuros. Quando com
parada com o teste de Elisa, a prova de imunodifusão é quase 
tão sensível quanto ela, tendo a vantagem de não necessitar de 
um espectrofotômetro para determinar a absorvância das rea
ções. 

Apesar de a prova de imunodifusão ser relativamente sim
ples e de fácil utilização, sua aplicação tem sido limitada, no 
Brasil, devido à importação do antígeno a preço demasiado 
oneroso, dificultando a sua utilização extensiva, tanto em le
vantamentos soro-epidemiológicos como em programas de con
trole do VLB. Embora este antígeno esteja sendo preparado 
atualmente em nossos laboratórios, a partir de linhagens celula
res persistentemente infectadas com o VLB, os meios de cultu
ra empregados são ainda de alto custo. Diante disso, decidimos 
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avaliar a microprova de imun9difusão realizada em lâminas, vi
sando a substituir a. prova em placa. Os resultados das provas 
realizadas com amostras dos rebanhos A e B indicam que am
bas as provas de imunodifusão são ineficientes na detecção de 
iinticorpos contra gp5 l no leite de vacas infectadas e que pos
suiam anticorpos no soro revelados por ambas as provas. Por 
outro lado, na pesquisá de anticorpos no plasma, a prova em 
placa foi visivelmente superior à prova em lâmina. No presente 
resultado houve discrepância quanto à eficiência entre as duas 
provas, sem uma razão plausível. Flensburg & Streyffert 
(1977), no entanto, fazem referência à influência negativa do, 
congelamento e recomendam apenas a refrigeração do plasma 
para obter melhores resultados. Os plasmas e soros trabalhados 
por nós sempre foram congelados a -20ºC antes dos testes. 
Admite-se portanto que, nesta circunstância, o congelamento 
dos plasmas deva ter interferido para a menor eficiência. Além 
disso, na prova de imunodifusão em lâmina utilizam-se quanti
dades de reagentes cinco vezes menores do que as empregadas 
no teste da placa. Quando ambas as provas foram utilizadas pa
ra detectar anticorpos no soro de 1031 bovinos dos rebanhos 
C--G, a prova em placa revelou 361 (35,0%) soros positivos en
quanto a prova em lâmina detectava 355 (34,4%), demonstran
do-se assim a boa correlação entre ambas as provas e a possibi
lidade de vir a prova em lâmina a substituir a prova em placa. 
Os cinco resultados discordantes, positivos na prova em placa 
e negativos na prova em lâmina, devem-se a soros com menor 
quantidade de anticorpos, evidenciados por reações tênues, ca
r~cterizadas por linhas de precipitação fracas. Os resultados das 
provas de imunodifusão com soros de bovinos dos rebanhos 
C-F confirmaram a presença da infecção com o VLB em reba
nhos leiteiros tanto no Estado do Rio de Janeiro (Romero & 
Rowe 1981) como em São Paulo (Alencar Filho et ai. 1979). 

Conclui-se que a prova em lâmina pode substituir eficiente
mente a prova em placa na detecção de anticorpos contra gp5 l 
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do VLB no soro sangüíneo, com a vantagem de ser mais econô
mica. 
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