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REZUMAT

Leucocitoza maligna a bovinelor (LEB - leucoza enzooticd bovind) este o boalad
infectioasa, produsd de un deltaretrovirus din categoria oncovirusurilor de tip C, denumit virus
leucemic bovin (VLB). Majoritatea cercetdrilor anterioare au dovedit cd 1/3 dintre animalele
infectate prezintda o forma de boala preneoplazicd - limfocitoza persistenta (LP), ce se
caracterizeazd prin cresterea relativ stabila a numarului de limfocite B 1n sangele periferic si
numai 5 % dintre aceste animale dezvolta forma neoplazica de boald, caracterizata prin leucemie
limfocitara acutd sau limfom/limfosarcom (prin infiltrarea diverselor organe cu limfocite B
transformate tumoral).

Un grup de cercetatori de la Universitatea din Berkeley, California, sub coordonarea lui
G.C.Buehring, in perioada 1994-2005, au evidentiat faptul ca VLB poate avea ca celule tinta, nu
numai celule sanguine, ci si celule epiteliale ale tesutului mamar, aspect care s-a demonstrat prin
tehnici de imunohistochimie si PCR pe probe de culturi celulare si sectiuni de tesut mamar
prelevate de la vaci infectate cu VLB, precum si pe probe de tesut mamar normal si malignizat de
la femei cu si fard cancer mamar. Frecventa infectiei cu VLB a tesutului mamar malign la femei
diagnosticate cu cancer mamar a fost mai mare decat la probele martor reprezentate de tesut
mamar non-malign. Prin urmare, cercetarile privind inducerea transformarii maligne de catre
VLB, prezintd un interes actual major, atat pentru medicina veterinara, cat si pentru medicina
umana.

Cercetarile actuale privind leucemiile la om si complexele leucemice la diverse specii de
animale sunt orientate catre descifrarea mecanismelor moleculare ale cancerogenezei, respectiv
leucemogenezei, induse viral, pe de o parte, precum si catre modalitatile de reactivitate imuna
antitumorald ale organismului gazda, pe de alta parte.

Cercetarile citate in literatura de specialitate si consultarea ultimilor informatii stiintifice
din bazele de date on-line releva necesitatea completdrii unor necunoscute ale mecanismului
fiziopatologc al leucozei enzootice bovine prin corelarea modificarilor sanguine de tip imunitar
cu cele care reflecta deficite energetice si afectiuni toxico-metabolice ale diverselor organe.

In acest context, scopul prezentei lucrari este cercetarea statusului imun celular si umoral
al bovinelor seropozitive pentru VLB, in vederea stabilirii mecanismului fiziopatologic dominant
al leucozei bovine a efectivelor §i a completirii unor necunoscute privind tulburdrile

fiziopatologice ale complexului leucemic bovin.
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Obiectivele propuse sunt: studiul epidemiologic al leucozei enzootice bovine in efectivele
de taurine din judetul Vaslui prin utilizarea testelor serologice bazate pe reactia antigen-anticorp
(ID, ELISA); evidentierea mecanismului fiziopatologic dominant implicat in leucocitoza
malignd la taurine, prin determindri hematologice cantitative si calitative ale seriei eritrocitare,
leucocitare § trombocitare si prin investigatii biochimice ale profilului proteic, energetic, hepato-
renal si mineral.

Pentru atingerea obiectivelor propuse s-au efectuat 427.394 examene serologice pentru
depistarea LEB si s-au investigat 70 de probe de sange din punct de vedere hematologic si
biochimic pentru evidentierea modificarilor imunologice celulare si umorale. Probele de sdnge au
provenit de la bovine adulte (6-13 ani) grupate pe loturi pozitive si negative pentru virusul
leucozei bovine, cu si fiard limfocitoza persitentd, astfel: VLB+LP+ (limfocitozd accentuata,
respectiv moderatd), VLB+LP- (fara limfocitoza), VLB- (lot martor).

Metodele de lucru serologice utilizate pentru detectarea infectiei cu VLB au fost:
imunodifuzia in gel de agar (ID sau IDGA) si testul imuno-enzimatic (ELISA), conform
metodologiei prevazute in instructiunile oficiale (Manual OIE 2000). Determinarea constantelor
hematologice si biochimice s-a realizat cu ajutorul unor analizatoare automate si semiautomate
disponibile in laboratoarele veterinare: analizatorului hematologic automat MS4-5, analizatorul
biochimic semiautomat EOS 880 Plus si chituri specifice. Examenul citologic sanguin s-a
efectuat pe frotiuri de sange colorate prin metoda clasicd May-Griinwald-Giemsa (MGGQG).
Analizele statistice ale rezultatelor au fost efectuate utilizdnd programul SPSS versiunea 16.0
pentru Windows.

Rezultatele obtinute in urma studiului nostru se prezinta in continuare.

Rezultatele studiului epidemiologic efectuat pe o duratd de 6 ani in judetul Vaslui, arata
ca din cele 427.394 teste serologice efectuate pentru detectarea LEB (350.182 examene ID si
77.212 examene ID si ELISA), 1643 au fost probe pozitive. Incidenta bolii a Inregistrat o
reducere continud de la 0,64 % la inceputul perioadei la 0,22 % la sfarsitul perioadei studiate.
Cartogramele privind distributia spatiald a LEB au evidentiat o crestere a numarului de localitati
indemne de la 21 la 62. Gradul de raspandire a LEB s-a redus datorita eficientizarii masurilor de
profilaxie (asanare prin extractie, depopulare) dublate si de initierea programului national de
inmatriculare (identificare), prin care se urmadreste limitarea circulatiei libere a animalelor
bolnave.

In leucocitoza maligna (leucoza) la taurine, mecanismul fiziopatologic dominant este de

tip patochimic cu punct de plecare in sistemul imunitar al organismului, manifestarea fiind
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declansata de virusul specific. Afirmatia este sustinutd de modificdrile imunitatii celulare si
umorale specifice inregistrate inca din fazele timpurii ale infectiei, modificari relevate de testele
serologice de diagnostic. Insusi testul serologic de diagnostic, bazat pe titrul de anticorpi,
demonstreaza implicarea imunitatii umorale specifice in procesul de boala.

Rezultatele privind variatiile constantelor eitrocitare sanguine au relevat valori mai
scazute ale E, Hb, Ht si CHEM la taurine VLB+ decat la cele VLB- (lotul martor), tendinta catre
o stare de anemie normocitard hipocroma fiind net evidentiata incéd din stadiul timpuriu de boala
(Ia lotul VLB + asimptomatic). In boli cronice, stari maligne, inclusiv in leucoza enzootica
bovinad, se pot asocia scdderea productiei de eritropoetind, depresia medulara, hemoliza, pierderea
cronicd de fier, aparitia de produsi toxici datoritd unor vicii de metabolism, toate acestea
conducand la instalarea anemiei i casectizarea animalelor.

Variatiile constantelor sanguine leucocitare ne-au permis incadrarea animalelor
investigate 1n leucemice si aleucemice, cu limfocitoza pronuntatd, limfocitoza de grad redus si
fara limfocitoza. In numeroase studii, examenele hematologice au evidentiat leucocitoza, de la
valori moderate (in jur de 10.000 leucocite/ul, la valori ce depasesc 100.000 leucocite/pl).
Hemogramele obtinute de la cazurile de LEB cu limfom demonstreazd o mare variatie a formulei
leucocitare sanguine.

In prezentul studiu, la vaci seropozitive pentru VLB, numarul de leucocite totale din
sangele periferic a variat de la valori normale - sub 12.000/pul (limite de variatie de 5,51-11,81
x10%/ul) la valori moderat crescute — intre 12.000 si 20.000/ul (limite de variatie 14,40-18,73
x10%/ul) si valori de peste 20.000/ul, fira a depasi insd 50.000/ul (limite de variatie 24,62-34,20
x10%/ul). Astfel, lotul A la care media leucocitelor totale depaseste 20.000/ul si lotul B, cu media
leucocitelor totale peste 12.000/ul, prezinta leucocitoza accentuatd, respectiv moderata, in timp
ce lotul C, cu media leucocitelor totale sub 12.000/ul, nu prezinta leucocitoza. Aceasta clasificare
releva faptul ca in urma examenelor serologice si hematologice, majoritatea animalelor au fost
surprinse in primul stadiu al bolii, de purtdtor asimptomatic de virus, dar in faze diferite ale
interactiunii virusului cu sistemul imun al organismului gazda. Includem aici lotul B si C, care
insumeaza 20 din cele 29 de animale investigate (68,96 %). Restul animalelor investigate, in
numar de 9, apartinand lotului A (31,04 %) prezintd un stadiu mai avansat de boala, caracterizat
printr-o leucocitoza accentuata datoritda acumularii in sdnge a limfocitelor, fenomen cunoscut in
evolutia LEB sub denumirea de limfocitoza persistenta - LP (denumita in unele studii si leucemie
limfocitard cronica — LLC). Nu am intdlnit in studiul nostru stadiul final al bolii, cel de dezvoltare

tumorald (limfom sau limfosarcom)
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Limfocitoza ce caracterizeazd, conform datelor din literatura de specialitate 20-30 % din
vacile cu leucoza enzootica bovind in primul stadiu de evolutie, s-a inregistrat in prezentul studiu
la 14 din cele 29 de bovine seropozitive, ceea ce reprezinta un procent de 48,27 %.

Cresterea numarului de limfocite si prezenta bazofiliei citoplasmatice a limfocitelor si a
celulelor asemanatoare imunocitelor sau plasmocitelor indicd o stimulare antigenica cronica si o
crestere a sintezei imunoglobulinelor, cum se intamplda in bolile cu perioadd de latentd
indelungata.

In prezentul studiu, numirul de limfocite la animalele VLB", considerate in stadiul de
limfocitoza persistentd, a variat intre 7,6 si 25,4 mii/ul, in conditiile in care lotul martor a
prezentat o medie a numarului de limfocite de 3,8 £ 0,28 mii/ul. Vacile din acest grup
(VLB'PL") au prezentat si neutrofilie (numirul absolut de neutrofile fiind de 4,9-7,9 mii/ul, peste
valoare medie a lotului martor VLB negativ, de 4,55+ 0,78 mii/ul) si monocitoza (limitele de
variatie pentru numarul de monocite fiind de 0,6-2,3 mii/ul, depasind media martorului VLB
negativ, de 0,4 = 0,01 mii/pl).

Date cunoscute din literatura de specialitate precizeaza ca profilul citokinelor implicate in
activarea sistemului imunitar se modifica odata cu progresia diverselor boli cronice, inclusiv a
leucozei enzootice bovine, aceste citokine fiind extrem de variabile in functie de stadiul de
evolutie al bolii. In afara de limfocitele T si B, un rol esential in producerea interleukinelor au si
neutrofilele si sistemul monocito-macrofagic (D.Pyeon si G.A. Splitter, 1998). De asemenea, s-a
aratat cd, desi tinta majord a VLB este limfocitul B, exista si alte celule, in principal lineajul
celular monocito-macrofagic in care virusul leucozei bovine, ar putea persista timp indelungat
(N. Gillet si colab., 2007).

Prezenta unui numar mai mare de monocite in sangele periferic, mai ales la animalele cu
limfocitoza persistentd, s-ar putea explica prin scaderea mortii celulare programate a acestor
celule, ca urmare a integrarii virusului in genomul celulei gazda, dar si prin cresterea productiei
acestor celule implicate in modificarea profilului citokinic corespunzator progresiei bolii.

Prin examinare microscopicd a frotiurilor de sange colorate MGG, limfocitele s-au
diferentiat morfologic si functional dupa dimensiunile lor (Lf mari, mijlocii si mici) si dupa
prezenta sau absenta granulatiilor intracitoplasmatice (Lf cu granulatii sau reactive si fard
granulatii sau areactive).

Rezultatele examinarii morfologiei limfocitare au evidentiat un procent de limfocite mari
mai redus la loturile VLB pozitive (A, B, C), comparativ cu lotul martor VLB negativ care are cel

mai ridicat procent de limfocite de talie mare. Valorile medii procentuale si absolute ale
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numadrului de limfocite mici indicd diferente intre loturile VLB pozitive, direct proportionale cu
gradul de limfocitozad inregistrat. Taurinele cu limfocitoza severd au cel mai mare numar de
limfocite de talie mica (o medie de 10,59 + 5,66, reprezentand 74,93 + 20,35 %), in timp ce
taurinele cu limfocitozd de grad redus au un numar de limfocite mici de 3,70 £ 1,39,
reprezentand 56,45 = 18,79 %, iar taurinele fara limfocitoza au un numar de Lf mici de 2,06 +
0,69, reprezentand 59,42 + 16,95 %.

Reactivitatea limfocitard a prezentat diferente intre loturile investigate, cel mai redus
procent de limfocite reactive fiind intalnit la taurinele din lotul A — 4,74 + 3,48 %, in timp ce
loturile B si C, ca si lotul martor, au prezentat un procent de limfocite reactive intre limitele de
referintd citate in literatura de specialitate: lotul B — 12,59 + 5,86 %, lotul C - 8,89 £ 5,08 %,
lotul martor - 10,23 + 0,71%, aceasta relevand faptul ca limfocitoza severd este rezultatul

proliferarii limfocitelor transformate, areactive imunologic.

Variatiile constantelor trombocitare depind ca si cele leucocitare de stadiul de evolutie a
bolii. Numarul mediu de plachete sanguine a prezentat valorile cele mai scazute la lotul B (cu
grad redus de limfocitozd) — 344,2 £ 97,93 mii/ul, fard a ajunge insa sub limita inferioarda a
speciei. Daca in stadiul asimptomatic de boald, numarul de trombocite nu variaza considerabil
fata de cel al lotului martor, VLB negativ, in stadiul de tranzitie cédtre limfocitoza persistenta, asa
cum este cazul lotului B din studiul nostru, se inregistreaza trombocitopenie, iar in stadiul mai
avansat, de limfocitoza persistentd, desi media numarului de trombocite este apropiatd de cea a
lotului martor, existd variatii foarte largi de la trombocitopenie la trombocitoza. Virusurile,
inclusiv cele leucemice, pot induce in anumite stadii ale bolii hipoplazie medulard, avand ca
rezultat leucemia aleucemica, care se poate asocia cu trombocitopenie si anemie.

Rezultatele privind variatia constantelor biochimice in LEB au relevat o serie de
modificari, unele dintre ele nefiind citate in literatura de specialitate.

Imunitatea umorald specifica mecanismului imunologic a scos in evidentd modificari ale
profilului proteic. Astfel, proteinele totale din serul sanguin al taurinelor VLB+, de 9,63 + 0,97
g/dl, sunt mai crescute decat cele inregistrate la lotul martor VLB- si depasesc cu mult media
valorilor de referintd. Alfa-globulinele serice, ca si beta-globulinele serice au inregistrat la lotul
pozitiv pentru VLB usoare cresteri nesemnificative statistic (1,35 £ 0,96 g/dl, respectiv 1,60 +
0,97 g/dl), fata de valorile lotului martor (1,09 + 0,20 g/dl, respectiv 1,30 + 0,32 g/dl). Gama-

globulinele serice au inregistrat cresteri semnificative statistic — 3,43 + 1,06 g/dl la vaci pozitive,



fatd de martorul negativ - 1,92 + 0,26 g/dl. Aceste modificari concorda cu rezultatele altor studii
ce explica cresterea gamaglobulinelor prin proliferarea tumorala a limfocitelor B.

Rezultatele privind investigarea profilului energetic au relevat unele variatii la taurine
pozitive pentru VLB si consideram ca acestea completeaza informatiile de specialitate. Astfel, am
obtinut cresterea de doua ori la vaci VLB+ a trigliceridelor serice - 59,5+ 17,92 mg/dl, fata de
media martorului VLB-; cresterea nivelului seric al colesterolului (159,2 + 37,82 mg/dl) fata de
media de referinta cunoscuta (100 mg/dl); cresterea neta la vacile VLB+ a lactacidemiei (40,02 +
6,56 mg/dl), aspect evidentiat de majoritatea studiilor anterioare efectuate la om si animale cu
leucemii.

Hipercolesterolemia este controversata in literatura de specialitate, unii autori vorbind de
cresteri ale colesterolemiei in stadii precanceroase ale bolii, iar altii de hipocolesterolemie in
stadii de malignitate avansatd a sistemului hematopoetic. Explicatia cresterii nivelului acidului
lactic este sporirea productiei acestuia de catre celulele leucemice (care au functia mitocondriilor
responsabile de metabolismul energetic aerob perturbata).

Cercetarile privind profilul hepato-renal obtinute de noi pot fi considerate originale pentru
leucoza bovina. Evidentierea unui nivel seric al GGT (24,38 + 9,75 U/]) la limita superioard de
referinta, a PAL(124 + 80,32 U/I) peste media de referintd si a BUN (32,08 + 3,57 mg/dl) peste
limita sperioard de referintd a speciei, demonstreaza cd la vacile VLB+ se instaleaza tulburari
hepato-celulare si renale incd din stadiile timpurii ale bolii, ca rezultat al infiltratiei limfocitare
leucemice a ficatului si rinichiului.

Profilul mineral investigat in prezentul studiu aratd la vaci VLB+ mentinerea in limite
normale a concentratiei serice a calciului (9,91 £+ 0,26 mg/dl) si magneziului (2,22 + 0,23 mg/dl)
dar o reducere a concentratiei fosforului anorganic (2,98 + 1,06 mg/dl), aspect care nu este
relevat in literatura de specialitate cunoscuta.

In concluzie, prezenta anticorpilor anti-VLB, relevata pe baza testelor serologice,
modificarile celulare sanguine (leucocitare, trombocitare, eritrocitare), relevate prin examene
hematologice cantitative si calitative, ca si modificdrile biochimice privind profilele proteic,
energetic, hepato-renal si mineral la bovinele investigate in prezentul studiu, aratd implicarea
unor mecanisme imunologice si patochimice complexe in producerea leucozei enzootice la

bovine.



