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CARACTERISTICAS HEMATOLOGICAS EN RELACION A LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA
ENZOOTICA EN GANADO LECHERO (Resultados preliminares).
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RESUMEN

La Leucosis Bovina Enzodtica (LBE) es una importante en-
fermedad del ganado, producida por un Oncomavirus tipo C.
Como resultado de la infeccién la mayoria de los animales
presentan seroconversién como Unica respuesta. Aproxima-
damente una tercera parte de los individuos afectados desa-
rollan  alteraciones en los giébulos blancos, caracterizadas
por linfocitosis persistente. Este ensayo tuvo por finalidad
‘evaluar la relacién existente entre la infeccién por LBE y la
hematologia. La poblacién estudiada correspondié a 122
vacas lecheras, pertenecientes a tres establecimientos de la
zona de Villa Rodriguez (depto de San José). El diagnéstico
de la enfermedad fue realizado mediante la técnica indirecta
de ELISA. El recuento leucacitatio total (RLT) y la férmula
leucocitaria (FL) fueron realizados mediante los métodos
hematolégicos convencionales. La FL sélo fue realizada en
aquellas muestras que evidenciaron un RLT superior a 9000
leucocitos/mma3. La prevalencia de la infeccion resulté muy
elevada, ya que 59 animales (48%) resultaron positivos al
test de ELISA. No se observaron diferencias en el RLT entre
los animales seropositivos y seronegativos (9209 vs 8606
leucocitos/mma3). Sin embargo, en los 40 individuos con RLT
elevado, -19 seropositivos y 21 seronegativos -, existié una
diferencia importante (12595 vs 10629/mm3 , p< 0,03). El
grupo seropositivo presenté un nimero significativamente
mayor de linfocitos en relacion al seronegativo (8492 vs 6050/
mm3 ). No se observaron diferencias en los recuentos de
neutréfilos, monocitos y eosinéfilos entre ambos grupos.
Estos resultados son discutidos respecto a la importancia de
los individuos seropositivos con alteraciones en el hemograma
en relacion a la epidemiologia de la LBE.
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INTRODUCCION

La Leucosis Bovina Enzoética es una enfermedad infecciosa
del ganado producida por un oncomavirus tipo C (6) . Enla
gran mayorfa de los bovinos la infeccién cursa en forma to-
talmente asintomatica, y la Unica respuesta al agente es la
produccién de anticuerpos especificos. En aproximadamen-
te la tercera parte de los individuos que seroconvierten se
pueden detectar en el tiempo alteraciones hematolégicas,
caracterizadas especialmente por la existencia de una
linfocitosis persistente (LP) (2,5). La subpoblacién de linfocitos
B es la que se encuentra primordialmente involucrada, aun-
que también se han reportado alteraciones enlos T (12) . El
desarrollo de tumores linféticos, que suelen ser linfosarcomas
multicéntricos, constituye la consecuencia fatal de la enfer-
medad, la cudl se verifica sélo en un pequefio porcentaje de
los individuos infectados (2,10) .

En numerosos paises se han implementado camparias de
control o erradicacién de LBE. En la Unién Europea la cam-
pana de erradicacion es obligatoria y se encuentra ya en su
etapa final (6) . Dinamarca, Austria, Ifanda, Holanda y Sui-
za ya se han declarado libres, mientras que en Francia, Ale-

mania e Inglaterra los indices de infeccién estan en cifras
muy inferiores al 0,1%. Otros pafses poseen campafnas me-
nos radicales, que incluyen limitaciones en las importacio-
nes, declaracién voluntaria de predios libres, restricciones
en centros de toros, etc.(3,10,11)

Durante muchos afios las alteraciones heméticas fueron con-
sideradas como fase pretumoral de la LBE y constituyeron la
base del diagnéstico en los planes de control y erradicacion
dela enfermedad (10) . Las modificaciones en el hemograma
de los animales infectados pemitié establecer las llamadas
claves hematol6gicas, que en base al recuento leucocitario
total y diferencial permitian diferenciar animales negativos,
sospechosos y positivos. La més conocida de las claves
hematolégicas es la de Bendixen (1965), ampliamente utili-
zada en los programas de erradicacién de la LBE en Dina-
marca y Alemania en la década del '60. Otras claves
hematolégicas utilizadas han sido las de Goetze, Seeleman
& Heeschen, y Tolle (2) .

Con el desarrollo y difusién de las técnicas modemas de
diagnéstico de la enfermedad, y especialmente luego de la
introduccion de la IDGA a partir de los afios 70, se pudieron
evidenciar las importantes limitaciones de sensibilidad y es-
pecificidad de las claves hematoldégicas (Johnson &
Kaneene,1992). A partir de entonces las alteraciones
hematolégicas de la leucosis perdieron casi totalmente el
interés en la investigacién sobre la enfermedad, tanto desde
el punto de vista de diagnéstico, epidemiologia y control.

Sin embargo en los dltimos afos se han realizado
constataciones experimentales que obligan a conceder una
atencién creciente respecto a las alteraciones hematicas re-
sultantes de la infeccion. Ello es debido a que la expresién
del antigeno viral parece ser mucho mayor en individuos in-
fectados que presentan alteraciones hematolégicas -
linfocitosis-, frente a aquellos que poseen un hemograma
normal (6,7,8) .

Ello posee una enorme importancia desde el punto de vista
epidemiolégico, puesto que los individuos con LP represen-
tarfan una subpoblacién clave dentro del rodeo, a la que co-
rresponderfa la mayor participacion en el contagio de la LBE
(9) . De ser ello asl, la eliminacion selectiva de los animales
positivos con altas cargas infecciosas seria una alternativa
mucho maés viable que la simple eliminacién de todos los
seropositivos. Ello en nuestro medio, asi como en la gran
mayorfa de los paises, resufta una medida antieconémica e
imposible de concretar en la practica (6,11) .

Esta es la hip6tesis de trabajo que estamos desarrollando y
que asocia serologia, hematologia y deteccién del provirus
mediante PCR, dentro de la estrategia de estudio de la
epidemiologfa de la LBE en las condiciones propias de la
lecheria en el Uruguay.

El objetivo de la presente comunicacion es ofrecer los prime-
ros resultados serolégicos y hematolégicos del proyecto de
seguimiento de establecimientos lecheros iniciado en marzo
del presente aro.
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MATERIALES Y METODOS

a. Establecimientos y Animales.

Los materiales proceden de tres establecimientos lecheros
localizados en villa Rodriguez (depto de San José). La mues-
tra comprendi6 un total de 122 vacas Holando pertenecien-
tes al grupo de paricién de otofio.

De éstos animales se tomaron muestras de sangre median-
te puncién yugular sin anticoagulante para serologia y con
EDTA para hemograma. Los materiales se transportaron a
temperatura ambiente hacia la Facultad de Veterinaria y los
hemogramas se realizaron en el mismo dia. Las muestras
para serologia fueron centrifugadas y los sueros se congefa-
ron a -20°C hasta su procesamiento.

b. Diagnéstico de laboratorio.

Hematologia.

En las 122 muestras con anticoagulante se efectu6 Recuen-
to Leucocitario Total (RLT) segun la técnica convencional de
contaje en camara de Neubauer. El recuento se efectio en
dos cuadrantes opuestos y el resuitado se multiplicé por 100
para expresar el ndmero de leucocitos por mm3. En los 40
animales en los que se evidencié un RLT superior a 9000 se
realizé el Recuento Leucocitario Diferencial (RLD) o f6rmula
leucocitaria. Para ello se utilizé la técnica rapida en ldmina
mediante kit comercial en base a hexametil-p-rosanilina,
xanteno tamponado, tiazina tamponado (*). La lectura se
efecu6 -mediante inmersién a 1000 X, estableciéndose el
porcentaje en base al recuento de 100 células de la Iinea
blanca por frotis.

() Reactivo Pandptico Répido Concentrado. Laboratorio QCA
Tarragona, Espaiia

Serologia.

La deteccién anticuerpos por infeccién con el virus de la LBE
se realizé6 mediante la técnica indirecta de ELISA (Guarino y
col 1989), ateniéndose a las recomendaciones del kit co-
mercial utilizado (), efectudndose las lectura con un lector
automatico de microplacas (***). Se consideraron sueros
positivos aquellos que a la densidad optica de 405 nm evi-
denciaron lecturas superiores a la del suero control positivo
correspondiente (limite de positividad).

Anédlisis Estadl(stico.

Se efectud test de t de Student para el andlisis estadistico de
los diferentes pardmetros en los grupos de seropositivos y
seronegativos. Se acepté como |imite de significacién esta-
distica a p < 0,05

RESULTADOS

La tasa de infeccién fue elevada en la poblacién estudiada,
ya que sobre un total de 122 animales se detectaron 59
seropositivos (48%). Al analizar la influencia de la infeccién
sobre el RLT, se observé que no existieron diferencias de
significacién estadistica en el numero total de linfocitos en-
tre ambos grupos (Figura 1). Cabe recalcar la mayor disper-
sién que se constaté en el grupo seropositivo, lo que se se
evidencia por un desvio standar mayor que en el seronegativo.

Figura 1. Relacién entre condiclén serolégica a LBEy
recuento leucocitario total (en mma3)

Grupo n? Recuento Leucocitario Total

b s
Seronegativo 63 8.606 + 1.975
Seropositivo 59 9.209 + 3.158
t=1,25 p=0,2t

En el estudio de los individuos con contajes mayores al limi-
te considerado normal de 8000 leucocitos /mm3 se observa
que 21 de ellos perteneci6 al grupo de seronegativos y los
19 restantes al seropositivo. El RLT se vuelve diferente en
ambos grupos, presentando los seropositivos un nimero
significativamente mayor de leucocitos circulantes (Figura
2). En el estudio del hemograma se comprueba que esa di-
ferencia esta basada en el nimero de linfocitos presente,
con una diferencia estadistica sumamente importante entre
ambos grupos. En los demas elementos blancos no se ob-
servan variaciones de significacion. Cabe destacar las im-
portantes oscilaciones en el nimero de monocitos, lo que
explica el elevado desvio estandar.

Figura 2. Hemograma de los animales con
leucocltosis segun su condicién serolégica (x+8 /mm3)

Parametro Seronegativos Seropositivos t p

Leucocitos  10629+1032 1259543566 2,32 0,03
Linfocitos 6050+1019 8492+3283 3,11 0,005
Neutréfilos 3488+1292 3120+1651 0,78 n.s.
Eosindfilos 10094741 943+572 0,32 n.s.
Monocitos 80+99 39+76 0,50 n.s

(™) Elisa Test Bovine Leucosis Serodiagnosis, Instituto
Pourquier, Montpellier , Francia
(**) Multiskan MS Versién 08 , Labsystem, Finlandia.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en estos estudios preliminares co-
inciden con lo observado por otros investigadores respecto a
las modificaciones en el hemograma en relacién a la infec-
cién por el virus de la LBE (1) . En tal sentido la leucocitosis
no representa una alteracién constante en respuesta a la in-
feccién, ya que suele aparecer en el 20-30% de los casos
(10) . Ademas el incremento de leucocitos puede deberse a
muy diversas causas, que en ocasiones pueden ser diffcil
identificar en condiciones de campo (5) .

Paralelamente no resulta simple establecer un nimero es-
tricto por encima del cual se consideren los recuentos como
francamente patolégicos. Tanto es asi que, auin con los ajus-
tes por edad, las diferentes claves hematol6gicas conside-
ran limites superiores muy diferentes. Mas alin, Jain (1993)
establece una media de leucocitos en bovinos adultos de
8.000/mm3, pero acepta como rango entre 4.000-12.000,
reconociendo una amplia variacién dentro de la normalidad.

El incremento de leucocitos totales debido a linfocitosis es
una hecho observado y reconocido por los investigadores
como una respuesta benigna por parte del huésped en rela-
cion a la infeccién por el virus de la LBE (1,2,6,10) .

Los resultados presentados aqui se refieren exclusivamenté
alinfocitosis, lo que obviamente no es sinénimo de linfocitosis
persistente. El seguimiento permitira establecer en definitiva



rante tres meses para confirmar que realmente persiste en el
tiempo (5) . De cualquier forma mediante el hemograma ha
sido posible identificar claramente dos subpoblaciones de
seropositives. Aquellos animales con recuentos elevados pre-
sentan un cuadro hematoldgico cuantitativamente diferente
al observado en los negativos. En ellos se supera amplia-
mente el limite superior del rango de linfocitos postulade por
Jain (1995), que es de 7.500 mm3 , mientras que en los se-
gundos raramente se alcanzan dicha cifra.

La determinacién directa del provirus en fas muestras con y
sin linfocitosis permitirdn cuantificar la expresién viral en las
dos subpoblaciones de seropositivos, tal como ha sido plan-
teado por Molloy y col (1994). Los estudios a realizarse en
base a la utilizacién de la técnica de reaccién en cadena a la
polimerasa (PCR), que constituyen parte fundamental del
proyecto actual, permitiran aclarar algunos de estos aspec-
tos claves para caracterizar la trasmisién de la enfermedad.
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SUMMARY
Lo e
Enzootic Bovine Leukosis (EBL) is an important disease of
cattie produced by a Oncomnavirus C-type. As a result of the
infection most of the animals present seroconversion as
unique response. About one third of the infected cattle can
develop white blood cell changes, caracterized by a persistent
lymphocytosis. This study was conducted to evaluate the
relationship between EBL infeccién status and haematology.
One hundred and twenty two dairy cows from three farms of
Villa Rodriguez (San José) were evaluated. The diagnosis
of the infection was performed using a commercial indirect
ELISA test. Conventional haematological analysis were used
to establish total leukocyte count (TLC) and leukocyte for-
“mula (LF). The LF was only performed in cases with more
than 9000/mma3 of TLC. The prevalence of the infection was
very high, with 59 animals (48%) positive to the ELISA test.
No significant differences were observed in TLC between
seroposive and seronegative animals (9209 vs 8606
leukocytes/mm3). However in the 40 animals with increased
TLC, - 19 seropositives and 21 seronegatives -, an important
difference was detected (12595 vs 10629 /mm3 , p <0,03).
The seroposive group had a very significantly greater number
of lymphocytes related with the negative herdmates (8492 vs
6050 mm/3, p < 0,005). No differences were observed in
percentage of neutrophils, monocytes or eosinophils between
the two groups. These results are discussed in view of the
importance of seropositive animals with abnormally high
lymphocyte counts on EBL epidemiology.
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