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RESUMO

Com o objetivo de comparar os métodos sorolégico e hematolégico de
diagnéstico da infecgao pelo virus da Leucose Bovina (VLB), amostras de san-
gue de vacas leiteiras pertencentes 2 rebanhos leiteiros da regido de Santa
Maria, RS, foram coletadas trés vezes com intervaios que variam de 26 a 66
dias. As amostras de sangue foram submetidas a contagem eletrénica e dife-
rencial para a determinagdo do numero de linfcitos/mm3 e sobrepostos a
chave hematolégica de Bendixen. As amostras de plasma foram testadas pela
prova de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) para a detectagao de anticor-
pos contra o VLB. De 157 animais identificados como positivos pela IDGA, 93
{59,8%) foram positivos, 53 (33,7%) suspeitos e 11 (7,0%) negativos pelo méto-
do hematolégico. Dos 303 animais soronegativos, 61 (20,1%) também foram
negativos; 161 (53,1%) suspeitos e 81 (26,7%) positivos pela chave de Bendi-
xen. A técnica de IDGA demonstrou sensibilidade e especificidade superiores a
chave hematolégica de Bendixen, sendo a mais indicada para o diagnéstico e
em programas de controle da infecgao pelo VLB. Pelos resultados obtidos, o
método hematolégico possui pouco valor no diagnéstico da  infeccao pelo
VLB.
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SUMMARY

With the objective to compare the serological and hematological methods
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for diagnosis of Bovine Leukosis Virus (BLV) infection, blood samples from
dairy cows of the Santa Maria region, RS, were collected three times with 26
to €6 days interval. Blood samples were submitted to eletronic and differential
examination for determination of absolute lymphocyte count and compared with
Bendixen's Key. Plasma samples were tested by agar gel immunodiffusion test
(AGID) for BLV antibodies. From 157 seropositive cows by AGID, 93 (59.2%)
were positive, 53 (33.7%) suspect and 11 (7.0%) negative according to
Bendixen's Key. From 303 seronegative cows, 61 (20.1%) were negative; 161
(563.1%) suspect and 81 (26.7%) positive by hematologic method. The AGID
showed more sensibility and specificity than Bendixen's Key and it's the method
of choice for diagnosis and control measures of BLV infection. According to

results obtained the hematological criterion has little value on BLV infection
diagnosis.

KEY WORDS: Bovine Leukosis, immunodiffusion, hematologic key, diagnosis.

INTRODUGAO

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) é uma enfermidade proliferativa do
sistema linforreticular dos bovinos caracterizada por uma linfocitose persistente
(LP) ou pelo desenvolvimento de tumores nos linfonodos e em outros 6rgéos.
A sua forma tumoral, o linfossarcoma multicéntrico dos animais adultos, é uma
enfermidade altamente fatal e constitiu-se na neoplasia mais comum dos bovi-
nos (SORENSEN, 11). A etiologia da LEB é atribuida a um oncovirus RNA
(MILLER et al, 7) da familia RETROVIRIDAE, denominado de virus da Leucose
Bovina (VLB). Durante muitos anos, antes da determinagao da etiologia, a LP
era considerada um estigio pré-clinico do linfossarcoma e utilizada como um
indicativo para o seu diagnoéstico. Para isso, foram elaboradas TABELAS com
0s valores linfocitarios normais para cada faixa etaria com a finalidade de se
detectar os animais com linfocitose. A TABELA mais conhecida foi a de Bendi-
xen (BENDIXEN, 1), utiizada em programas de controle da enfermidade em di-
versos paises no final da década de 50, na década de 60 até meados dos
anos 70.

A partir da determinagdo do VLB como o agente etiolégico da LEB, va-
rias técnicas virolégicas e soroldgicas foram desenvolvidas para a identificacdo
dos animais infectados. Como virtualmente todos os bovinos infectados desen-
volvem anticorpos contra o VLB e ficam portadores por um tempo indetermina-
do, a detecgdo desses anticorpos é considerada evidéncia da infeccao (FER-
RER,2). A técnica de imunodifusdo em gel de agar (IDGA), que detecta anti-
corpos contra a glicoproteina maior do VLB (MILLER & VAN DER MAATEN, 8)
passou a ser a prova sorolégica mais utilizada em todo o mundo, tendo sido
adotada como o teste oficial de diagnéstico da LEB por drgaos oficiais de va-
rios paises.

O desenvolvimento dessa técnicas tornou possivel o estudo detalhado
da infecgao e de suas manifestacdes clinicas. Varios estudos demonstraram
que a LP nado era uma manifestacéo constante da infeccdo e nem uma forma
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pré-clinica do linfossarcoma (FERRER et al, 3). O desenvolvimento da LP ou
do linfossarcoma frente a infecgdo parece ter influéncia genética (MARSHAK et
al, 6). Além da LP ser uma manifestagéo inconstante, muitas vezes ocorre so-
mente tardiamente no curso da infeccdo (RESSANG et al, 9). Essas observa-
¢des colocaram em ddvida a validade das chaves linfocitarias para a identifica-
gdo dos animais infectados pelo VLB.

Entretanto, devido a dificuldade de produgdo do antigeno glicoprotéico
para a IDGA em escala mundial e aos altos custos de importagédo, alguns
diagnésticos continuam sendo feitos pelo método hematolégico. Por outro lado,
as chaves linfocitarias foram elaboradas com base em valores linfocitarios de
bovinos do continente europeu, nao tendo necessariamente 0 mesmo valor
préatico quando usadas em bovinos nas condigdes do Brasil. Esses bovinos es-
tao expostos a fatores mesolégicos e patologicos diferentes que podem in-
fluenciar nos valores hematicos (FERREIRA et al, 4).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a sensibilidade da chave linfo-
citaria de Bendixen em relagiao a IDGA na identificagdo de bovinos portadores
do VLB em condigdes subtropicais e sujeitos aos fatores ambientais locais.

MATERIAL E METODOS

As amostras de sangue com anticoagulante foram coletadas de vacas
com idade superior a trés anos pertencentes a 20 rebanhos leiteiros da regiao
de Santa Maria, RS, em trés etapas, com iritervalos de 26 a 66 dias. Na pri-
meira e terceira coleta foi obtido o plasma e submetido a prova de imunodifu-
sao de gel de agar (IDGA), com antigeno glicoprotéico (MILLER & VAN DER
MAATEN, 8), com algumas modificagdes descritas por FLORES et al. (5). As
amostras de sangue obtidas nas trés coletas foram submetidas a contagem
eletrénica de leucocitos em um apareiho Coulter Counter (Coulter Electronics.
Rio de Janeiro - RJ) e diferencial para a determinagao do numero absoluto de
linfécitos/mm?. Para isso foram preparados esfregagos, corados pela técnica de
MAY GRUNWALD e analisados em objetiva de imersao (1000 X) segundo reco-
mendacgdes de SCHALM et al (10).

Foram considerados positivos no método hematolégico os animais que
apresentaram pelo menos duas contagens linfocitarias acima dos limites estabe-
lecidos para a sua faixa etaria pela "chave de Bendixen". Para verificar a asso-
ciagao entre a IDGA e o método hematologico, os resultados foram submeti-
dos ao teste do Qui quadrado.

Chave de Bendixen para classificar bovinos com linfocitose persistente (BENDIXEN, 1).

Contagem linfocitéaria absoluta por mm® de sangue

ITe v - N
(anos) Negativo Suspeito Positivo
0-1 < 10.000 10.000 - 12.000 > 12.000
1-2 < 9.000 9.000 - 11.000 > 11.000
2-3 < 7.500 7.500 - 9.500 > 9.500
3-4 < 6.500 6.500 - 8.500 > 8.500
> 4 < 5.000 5.000 - 7.000 > 7.000
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RESULTADOS

Os valores linfocitarios dos animais soronegativos ao VLB com idade en-
tre trés e quatro anos atingiram a média de 8.007 linfécitos/mm?® (4.094-12.628),
enquanto nos soropositivos esse valor foi de 9.994/mm? (6.960-16.302). Nos
animais soronegativos com idade superior a quatro anos a média foi de 6.988
linfoeitos/mm®  (1.811-14.925), enquanto nos animais soropositivos dessa faixa
etaria a média foi de 10.105 linfocitos/mm® (3.996-33.995).

Na Tabela 1 estdo os resultados dos testes sorolégicos e hematolégicos
realizados em vacas pertencentes a rebanhos leiteiros da regido de Santa Ma-
ria, RS.

Dos 157 animais diagnosticados como positivos ao VLB pela IDGA, 93
(59,2%) também foram positivos, 53 (33,7%) suspeitos e 11 (7,0%) negativos
pela chave de Bendixen. Dos 303 animais soronegativos, 61 (20,1%) também
foram negativos; 161 (53,1%) Suspeitos e 81 (26,7%) positivos pela técnica he-
matolégica.

TABELA 1 - Comparagao entre a técnica de imunodifusao em gel de agar
(IDGA) e a chave hematolégica de Bendixen no diagndstico da in-
fecgdo pelo virus da leucose bovina (VLB) em vacas pertencentes
a rebanhos leiteiros da regido de Santa Maria - RS.

Chave de Bendixen

IDGA Positivos Suspeitos Negativos Total

N° % Ne % Ne %

Positivos 93 59,8 53 33,7 11 7,0 157
Negativos 81 26,7 161 53,1 61 20,1 303

Total 174 37,8 214 46,5 72 15,6 460

(P < 0,01).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A comparagdo entre os métodos de diagnéstico da infecgao pelo VLB
demonstrou a superioridade da IDGA em relagéo a chave de Bendixen. O mé-
todo hematolégico detectou apenas 93(59,2%) dos animais identificados como
positivos ao VLB pela técnica sorolégica, sendo outros 53(33,7%) considerados
suspeitos. isso permite concluir que entre negativos ¢ suspeitos, a hematologia
falhou em detectar 40,1% dos animais portadores do virus. Esses "falsos nega-
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tivos" representam a maior restrigao a utilizagdo das contagens linfocitarias no
diagnostico da infecgdo para fins de comercializagao e em programas de con-
trole e erradicagdo. A baixa sensibiidade do método hematolégico deve-se ao
fato da LP ndo ser uma manifestagdo constante da infeccdo (FERRER et al,,
3), manifestar-se muitas vezes tardiamente no seu curso (RESSANG et al, 9) e
ser influenciada também por fatores genéticos (MARSHAK et al., 6).

Outra importante restricdo a utilizagdo da hematoiogia no diagnéstico da
infecgéo pelo VLB sao os ‘falsos positivos” identificados por esse método em
relagdo a sorologia. Dos 303 animais sorologicamente negativos pela IDGA,
81(26,7%) foram positivos e 161(53,1%) suspeitos pela chave de Bendixen.
Quadros de linfocitose persistente ndo sado especificos da infecgdo pelo VLB,
podendo ser encontrados em uma diversidade de afecgdes, como infecgdes
ou inflamagbes crénicas, protozooses, etc... As chaves linfocitarias foram elabo-
radas com base em valores hematolégicos de bovinos no continente europeu,
que naod estdo expostos a certos fatores mesoldgicos e patolégicos presentes
em regides subtropicais. Esses fatores podem induzir a respostas linfocitarias
complexas que podem ser erroneamente interpretadas como sendo devidas a
infecgdo pelo VLB ( FERREIRA et al, 4). A elaboragao de uma TABELA linfoci-
taria adaptada as condigdes locais esbarra na dificuldade de se indentificar e
excluir da populagdo estudada as outras causas de linfocitose.

Além disso, a IDGA permite a obtencéo dos resultados com 24, 48 ou
no méximo 72 horas de incubagdo, enquanto a caracterizagéo da LP exige no
minimo dois exames com intervalos nao inferiores a dois meses. Diagnésticos
hematolagicos feitos com base em um Unico exame estao sujeitos a um erro
ainda maior, pois além das outras causas de linfocitose persistente, podem de-
tectar elevagdes transitérias do nimero absoluto de linfocitos.

Por essas consideragdes, 7s métodos de contagens linfocitarias pos-
suem pouco ou nenhum valor na identificagéo de animais infectados pelo VLB
com vistas & sele¢do para a comercializagdo e em programas de controle e
erradiagdo. Os exames hematolégicos podem constituir-se, isto sim, em um
meio auxiliar no estudo da enfermidade, sobretudo quando a doenga clinica ja
esta presente no animal.

Nesse sentido, a IDGA constitui-se no método mais indicado para estu-
dos soro-epidemiolégicos e em programas de controle da infecgao pelo VLB.
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