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Contribuicdo para oestudo
dodiagnésticode Leucemia bovina*

Edimo Garcia de Lima *

RESUMO

Foi aplicada a reagio de imunofluorescéncia para o diagndstico de leucemia
bovina, (LB) quando se esperimentaram soros de coelhos inoculados com material
suposto conter antigeno de leucemia bovina. Foram usados neste trabalho antigenos
de leucdcitos obtidos do sangue de bovinos doentes com leucemia, de leucécitos nio
cultivados e de leuccitos submetidos a cultura.

Os resultados demonstraram que somente o material de leucécitos cultivados
possui a capacidade de induzir a produgdo de anticorpos. Os soros dos animais imu-
nizados com material suposto conter particulas virais foram capazes de produzir rea-
¢oes de fluorescéncia com o anti-soro de cabra, conjugado com isotiocianato de fluo-
resceina.

Boa fluorescéncia foi verificada no ambito celular, onde foram vistos uma
“poeira fluorescente”, assim como “grinulos fluorescentes”, que chegaram a medir
0,8 micron em seu maior didmetro.

Na tentativa de introduzir a microscopia eletrdnica como meio de diagndsti-
co da LB, foram experimentadas, com a finalidade de serem evidenciadas, as parti-
culas virais que pudessem caracterizar a LB,

Outro método empregado foi a precipitagdo, em que foram usados dois anti-
genos produzidos de culturas de leucécitos de animais leucémicos. Na preparacdo dos
antfgenos foram usados: o polietilenoglicol 6.000 e 0 TWEEN 80, respectivamente.
Com estes antfgenos foram obtidas faixas de precipitagdo muito nitidas. Para con-
trastar as faixas de precipitagdo incluiu-se ao agar fundido o alaranjado de metila.

Ainda procurou-se empregar com a finalidade de diagndstico o teste de imu-
noaderéncia que se mostrou ineficiente nas condigdes experimentais empregadas.

Descreveu-se ainda a pesquisa da fragdo da imunoglobulina M, que ndo esta-
ria presente nos soros de animais leucémicos, como descreveram Trainin & col
(1968). Pensou-se que a auséncia daquela fracdo, se demonstrada pela imunoele-
troforese, poderia abrir novo caminho para o diagnéstico da LB. O autor, entretan-
to, encontrou aquela imunoglobulina em todos os soros dos animais examinados:
sadios e doentes com leucemia.

Foram levadas em consideragdo as observagdes clinicas e hematolégicas dos
animais empregados neste trabalho para melhor poder avaliar o estudo da LB.

INTRODUCAO doenga dos sistemas linfatico e reti-
culohistiocitdrio e estd disseminada
A leucemia bovina é uma em vdrios pafses da Europa, como
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na Alemanha Ocidental, Alemanha
Oriental, Poldnia, Suécia, Bulgdrix,
Ruménia e Franga, onde é endémi-
ca. Na América do Sul é endémica
no Uruguai e Argentina.

Belf (1965), estudando reba-
nhos intensamente infectados, veri-
ficou ndo existir obrigatoriamente
relagSes de alteragdo entre exames
hematolégicos positivos e mudangas
fisiolégicas do animal infectado co-
mo: produgdo de leite, engorda e
mesmo reprodugdo,

Alteragdes hematolégicas co-
mo a persisténcia da linfocitose sdo,
até nossos dias, tomadas como diag-
néstico da leucemia bovina (LB).

Muitas vezes sio encontrados
animais com exames hematolégicos
negativos ou mesmo duvidosos mas
com tumores caracteristicos. Estes
animais em contato com outros de
rebanhos tidos como sadios, podem
transmitir a leucemia dentro de
quatro a oito anos.

Observagdes  diversas tém
mostrado que o contdgio pode ser
através do contato de animal com a-
nimal, da cépula, da amamentagdo
em vacas contaminadas, do préprio
homem, servindo como vetor e
também como via diaplacentdria.

A transmissibilidade da LB,
através do leite, foi provada por Ro-
senberg (1961), e comprovada por
Bederke & col. (1970) e também
por Straub & Wheinhold (1971). A
transmissdo através da cépula foi es-
tudada por Fortner (1964). A con-
taminagdo pelo contato direto de a-
nimal foi estudada por Wiesner
(1961) quando colocou em estdbu-
lo, de modo alternado, animais sa-
dios e portadores de leucemia. A
via diaplacentdria foi verificada por
Berderke, Tolle & Schmidt (1968)

Levando-se em consideragdo a

transmissibilidade por esses meios ¢
de se supor um agente etiolégico que
poderia ser do tipo viral a ser incrimi-
nado. Ueberschaer(1963) foi o pri-
meiro pesquisador a tentar demons-
trar o agente etiolégico da LB, Tam-
bém tentaram Schmidt Ueberschaer
&Tiefenau(1970); Olson, Miller, Mil-
ler & Gillette(1970) e Wittman &
Solisch (1972).

Tolle (1966) empregou a rea-
¢0 de imunofluorescéncia com a
finalidade de detectar antigeno ou
particulas virais especificas em ma-
terial proveniente de animal leucé-
mico, principalmente de elementos
figurados do sangue. Por esta técni-
ca encontrou antigenos associados
a leucemia em leucécitos de esfrega-
¢os de sangue bovino doente com
leucemia.

Trainin & Klopfer (1971) ten-
taram estabelecer e associar o papel
da IgM circulante na leucemia bovi-
na, através da imunofluorescéncia
usando células de nédulos linfiticos
e de bago de animais com leucemia.

Tem-se estudado a possibili-
dade de se detectar a presencga de
particulas virais em sangue de ani-
mais, através da microscopia eletrd-
nica. Paulsen & col (1972), conse-
guiram particulas virais da cultura
de leucécitos de carneiro estimula-
dos pela fitohemaglutinina (PHA).
Particulas semelhantes tém sido
demonstradas no rato (Chopra,
Woodside &  Bagden, 1970), no
hamster (Stenback, Hooster &
Trentin, 1968), na cobra (Gilden &
col, 1970), no macaco (Kawakami
& col, 1972) e em linhagens de cé-
lulas humanas (Prior & col, 1971).

Com o objetivo de empregar
novos métodos de diagnéstico para
a LB produzimos um antigeno espe-
cifico que foi usado no teste de
precipitagdo. A idéfa de sua prepa-
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ragio partiu do conhecimento de
que sdo encontradas partfculas vi-
rais nas culturas de leucdcitos de
animais portadores de leucemia e
ainda que pela inoculagdo de mate-
rial dessas culturas pode-se transmi-
tir a leucemia a animais sadios.

Com o mesmo objetivo foi u-
sado o teste de inibigdo da aderén-
cia de leucécitos, que é usado no
prognéstico de diversos tumores
malignos de criangas, Com ele é
possivel prognosticar neuroblasto-
mas, hepatocarcinomas e nefroblas-
tomas (Lampert & Dietmar, 1973).
Por analogia procuramos empregar
este teste no prognéstico da LB.

Ainda, através da imunoele-
troforese pode-se determinar a pre-
senga da IgM em soros de reses de
rebanhos ndo portadores da LB
(Trainin & col. 1968). Trainin
(1968), ndo encontrou esta fragdo
globulinica em soros de animais leu-
cémicos, cujo diagndstico de leuce-
mia foi feito através do exame he-
matolégico. Com esta informagdo
pensdvamos que a aplicag¢do da imu-
noeletroforese pudessse ser um
meio de diagnéstico seguro e rdpido
para a LB e ainda que viesse esclare-
cer casos duvidosos.

No presente trabalho o autor
procurou estudar o emprego das
técnicas citadas com a finalidade de
tentar incorpord-las ao diagnéstico
hematolégico da LB, meios esses
que pudessem corroborar na eluci-
dagdo de casos duvidosos e mesmo
dos casos com exames negativos
hematologicamente, mas que, pos-
teriormente o animal apresenta for-
magdes tumorais leucémicas eviden-
tes. Considerando o estudo compa-
rativo dos vdrios métodos imunolé-
gicos, tendo em vista melhor diag-
néstico da LB, o autor propde que

dentre eles seja usado o método da
imunodifusfo no diagndstico da
leucemia bovina, nas condi¢Bes pro-
postas.

MATERIAL E METODO

Foram usados sangue e soro
de animais sadios e de portadores
de leucemia, diagnosticados atra-
vés de exames hematolégicos repe-
tidos.

No exame por imunofluores-
céncia indireta foram empregados
leucécitos de animais, cultivados
como substrato da reagdo. O soro
hiperimune foi obtido em coelhos
por imunizagdo, utilizando antige-
no obtido em leucémicos. O soro
anti-imunoglobulina de coelho foi
produzido em cabras, marcado com
isotiocianato de fluorescefna e foi
utilizado como conjugado.

No exame por imunodifusio
em agar empregou-se soro de reses
sadias e doentes com LB e antige-
nos preparados a partir de suspen-
sd0 leucocitdria e de culturas de
leucécitos.

No exame por microscopia e-
letrgonica empregaram-se cultura
de leucécitos de animais sadios e
doentes com leucemia.

Na pesquisa da imunoglobu-
lina M, realizada por técnica de i-
munoeletroforese foram emprega-
dos soros de animais sadios e doen-
tes com leucemia. Os animais, tidos
como sadios, foram separados de
mdes de rebanhos igualmente sadios
ao nascer e colocados em estdbulos
sem perigo de contaminagdo. Fo-
ram examinados a cada 15 dias, du-
rante todo o tempo de duragdo da
pesquisa.

Os animais doentes vinham a-
presentando exames hematolégicos
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caracterfsticos de LB por mais de
dois anos. Foram igualmente exami-
nados quinzenalmente.

1 - Imunofluorescéncia
' Pesquisaram-se particulas vi-

Tais em leucécitos, empregando-se a
imunofluorescéncia indireta. Usa-
ram-se  “soros hiperimunes” de
coelhos inoculados com material
preparado a partir de culturas de
leucécitos de animais sadios e doen-
tes para LB e também material pre-
parado de tumores, assim:

Preparo dos antigenos

~ Os leucécitos para serem cul-
tivados foram obtidos de sangue de
reses sadias e de doentes com LB,
4s amostras de sangue foram hemo-
lisadas por choque hipotdnico. As
culturas foram obtidas por incuba-
¢do por quatro dias em meio TC
199 (Difco) e PHA.

. Os tumores dos animais leucé-
micos foram guardados a - 70° C e
no ato do uso foram descongelados
e separados de aponevroses e de te-
gdo gorduroso, cortados com auxi-
lio de. uma tesoura e liquidificador
do tipo caseiro. Juntouse PBS
(Phosphat Buffer Solution), na pro-
porgao de 3:1, de PBS - massa tu-
moral. O conjunto foi tamisado a-
través de malhas de 2 mm de dis-
metro e em seguida juntado com
PBS em igual volume,

A seguir, tanto a suspendo de
leucécitos obtidos em cultura, co-
mo a suspensdo celular da massa tu-
moral, foram congeladas a - 700 C
e descongeladas a + 379 C e ainda
ultrassonadas a 250 mA, por 15 mi-
nutos, passadas em gaze e centrifu-
gadas a 100.000 g, por 120 minutos
a+40¢(,

Foram desprezados os sobre-
nadantes e os precipitados juntados

e diluidos em 4,0 ml de uma solu-
¢do de citrato de sédio, 0,153 M. A
mistura foi juntada, gota a gota, u-
ma solugdo de laurilsulfato de s6dio
a 10,0%, até uma concentra¢do fi-
pal de 0,5%. Ap6s cinco minutos de
incuba¢do foram juntadas duas go-
tas de uma solugdo saturada de clo-
reto de potdssio (Speck, 1969),

Obtengdo dos soros

. Os antigenos obtidos de leu-
céc.ltos de animais sadios, de ani-
mais doentes e de tumores leucs-
micos foram emulsionados com ad-
juvante de FREUND completo e in-
completo: uma quantidade de 0,8
ml das preparagdes foi emulsionada
com 1,3 ml de adjuvante e inocula-
da em coelhos, nas almofadas plan-
tares, na regido cervical, na regiao
}ombar e ainda por via intramuscu-
ar.

Foram inoculados 13 coe-
lhos: um lote de cinco foi inoculado
com antigeno preparado de cultura
de leucécitos; outro lote de quatro
recebeu antigeno preparado de tu-
mor, e outro de quatro recebeu an-
tigeno de leucdcitos de reses sadias,
Os coelhos foram inoculados duran-
te 8 semanas e depois submetidos 3
sangria total,

Com a finalidade de eliminar
reagOes inespecificas os soros foram
previamente absorvidos com células
liofilizadas de timo e com po de né-
dulos linf4ticos de origem bovina.

Fpi preparado um soro de ca-
b}'3 anticoelho, conjugado com iso-
tiocianato de fluoresceina, confor-
me Riggs & col, (1958); Marshall,
Eveland & Smith (1958); Coons &
Ki_lplan (1950); Shimmelpfennig &
Mitscherlich (1964) e Henle & Hen-
le (1966).
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Para exame foram preparados
esfregacos em liminas com leucéci-
tos cultivados e ndo cultivados de a-
nimais sadios e de doentes com leu-
cemia.

Os esfregagos foram tratados
com os soros dos coelhos hiperimu-
nizados por 60 minutos a 37° C e
com o soro de cabra anticoelho e a-
zul de Evans, na concentragdo de
0,01%. As reagoes foram lidas em
microscépio de fluorescéncia.

2 - Microscopia eletronica

Para a pesquisa de particulas
virais em leucdcitos foram feitas
colheitas de sangue e cultivados os
leucécitos. Ao fim do periodo de
incubagdo os leucécitos foram lava-
dos e examinados para se detectar
contaminag¢do bacteriana e também
contaminagdo por virus diferentes
daquele procurado. A seguir as cé-
lulas foram preparadas para a prova
de microscopia eletrdnica: foram fi-
xadas em glutaraldeido a 1,0%, la-
vadas em PBS, tratadas com 6xido
de tetraésmio a 1,5%, passadas pela
série de alcodis e embebidas em
ACM-Durcupan (Fluca). Apds con-
trastar os cortes foram tratados
com acetato de uranil e citrato de
chumbo e examinados a0 microscé-
pio eletrdnico (em (a-Zeiss-Goettin-
gen).

3 - Imunoprecipitagcdo

Na preparagao de antigenos
foram usados tumores de animais
leucémicos, leucdcitos cultivados e
nido cultivados de animais sadios e
de doentes com leucemia. Parte dos
substratos dos leucécitos e dos tu-
mores foram tratados com polietile-

noglicol 6.000 (PEG) e parte com
TWEEN 80.

Para o tratamento dos subs-
tratos com PEG, usou-se na concen-
tracdo de 6,0%, deste sob incuba-
¢do por 16 horas a + 4° C. Os pre-
cipitados obtidos foram centrifuga-
dos a 800 g, por 30 minutos e re-
suspensos em citrato de sédio tribd-
sico dihidratado 0,05 M, pH 7,2.
As suspensdes obtidas foram trata-
das por gradiente de sacarose e cen-
trifugadas a 63.000 g, por trés ho-
ras. A camada branco-acinzentada
intermedidria foi diluida em solu-
¢do tamponada de citrato e centri-
fugada a 30.000 g. Os precipitados
resultantes foram diluidos em solu-
¢do tamponada de citrato de sédio,
na proporg¢do de 1:200, em volume
do extrato original. A suspensio ob-
tida foi tratada com éter, na pro-
por¢dao de 1:9, sob agitagdo cons-
tante e novamente centrifugada a
30.000 g. O sobrenadante foi trata-
do com cialit (2(etil-mercirio-mer-
capto-benzoxazol - 5 - carbonsaure
Natrium) 1:10.000 e guardado a

+ 40 C. Este constituiu nosso anti-
geno.

No preparo dos substratos
com TWEEN 80, este foi usado na
concentragdo de 1,0%. As suspen-
soes foram tratadas com éter sob a-
gitagio constante a + 22° C, e
centrifugadas a 1.000 g, por 15 mi-
nutos. A fase aquosa foi retirada e
tratada por borbulhamento com ni-
trogénio para livrar a suspensao do
éter restante e novamente centrifu-
gada a 15.000 g, por 30 minutos. O
sobrenadante tratado com cialit,
constituiu o antigeno preparado.

A técnica usada na imunopre-
cipitagd@o foi a de Ouchterlony, em
que se usaram os antigenos dilui-
dos a 1:4 e soros dos animais sem
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diluicfo. Ao agar foi incorporado

0 alaranjado de metila na concen-

tragdo de 0,03%

4 - Imunoaderéncia

_ A prova de inibicgo de ade-
réncia aplicada ao diagnéstico da
LB foi realizada, empregando-se
Suspensdes de monécitos e polimor-
fonucleares netréfilos e também so-
ros de reses sadias e de portadoras
de leucemia e ainda antigenos pre-
parados de tumores,

As suspensdes de mondcitos
foram preparadas segundo Otto &
Schmid (1970), para a separagdo
dos leucécitos. Usou-se o Uromiro-
380, na concentragdo de 22,5%. A
camada leucocitdria foi colhida e
submetida A cultura, Ap6s quatro
dias de incubagdo foram contados
0s macréfagos,

Os antigenos usados no teste
de aderéncia ao vidro foram prepa-
rados de tumores livres de sangue,
Os fragmentos de tumores foram
homogeneizados, centrifugados e
esterilizados por filtragdo em filtro
Milex 0,22 mpy.

Para a realizagdo do teste fo.
ram usados frascos pldsticos, con-
tendo cada um 30 pérolas de vidro
de S mm de diametro, Foram distri-
buidos em tubos as suspensdes
leucocitirias, o antigeno e o soro
bovino diluido, e incubados & parte
por 30 minutos a 37° C, com agita-
¢d0 a cada 10 minutos, Terminado

© tempo de incubagdo foram utili-
zados 0,02 ml das misturas que fo-
ram colocadas nos tubos pldsticos,
contendo as pérolas de vidro e
10,0 ml de uma solugdo isotdnica.
.Apés agitacdo por trés vezes por
Inversdo dos tubos foram contadas
as células em suspensio com auxj-

lio de um “Coulter Counter”. Ap6s

duas horas nova contagem foi pro-
cedida das células ngo :glerentes.pro
. Foram calculados os percen-
tuais das células aderentes para ca-
da tubo, da primeira e segunda con-
tagens,
Para o resultado de dez tubos
da mesma suspensio foj calculada a
média e o desvio padrio da média
e aplicado o teste de t.

5 - Determinacdo da imuno-
globulina M ¢ "

Foram usados nesta determi-

nagdo soros de animais de 100 reba-
nhos com idades, variando entre
dois a 12 anos, ao todo 1.600 reses.
Os animais doentes foram subdivi-
dos em 60 portadores de leucemia e
30 outros portadores de outras mo-
léstias como: doenga de mucosa,
pneumonia, mastite, brucelose e sal-
monelose,
. Para a determinagdo das
Imunoglobulinas foj empregada a i-
munoeletroforese como descreve-
ram Grabar & Burtin, (1960) e Gra-
bar & Burtin (1964), usando antiso-
ro especifico.

RESULTADOS

A caracterizagio dos animais
em sadios e doentes para leucemia
foi baseada, simplesmente, no exa-
me hematolégico. Para o diagnésti-
co por imunofluorescéncia foram u-
sados leucdcitos cultivados de ani-
mgis sadios e doentes com leuce-
mia.

_Na reagdo de imunofluores-
cencia indireta, contratada com a-
zul de Evans, leucécitos foram vis-
tos, mostrando-se vermelhos e niti-
da fluorescéncia amarelo-esverdeada
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com padrfio granular. Esta permane-
ceu exclusivamente no citoplasma
das células. Ndo foi vista nas 4reas
dos ndcleos nem das membranas
dos nicleos.

A fluorescéncia mostrou-se
muitas vezes como uma ‘“‘poeira”
ou como pequenos “granulos fluo-
rescentes”. Estes se apresentavam
como massas que chegavam a medir
aproximadamente 0,8 micron em
seu maior didmetro. Estes achados
foram vistos nos esfregagos de leu-
cdcitos de animais com leucemia so-
mente.

Através da microscopia ele-
tronica foram vistas particulas to-
madas como virais.Ndo foram ne-
cessdrios muitos cortes ou que esses
fossem muito finos para que puc!es-
sem ser vistas, Apresentavam-se iso-
ladas e agrupadas. As particulas en-
contradas assemelhavam-se grande-
mente entre si, mostrando denso

nicleo rodeado por uma zona me-
nos densa e uma aparéncia lisa. Ndo
se pode afirmar que as particulas te-
nham membrana tinica, pois que em
algumas delas observou-se dupla
camada. O tamanho das particulas
foi varidvel, com a média de 90-120
mu. As particulas também foram
vistas extracelularmente, isoladas
ou associadas, parecendo material
difuso, atingindo frequentemente as
proximidades das membranas celu-

> No teste de imunodifusdo ve-
rificaram-se reagGes de precipitagdo
especifica somente entre os antige-
nos preparados com PEG e TWEEN
80 e os soros de animais portadores
de leucemia.

Apresentaram resultados ne-
gativos de precipitagdo antigenos
preparados de tumores e de leuct-
citos ndo submetidos a cultivo, mes-

Tes?
o
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mo sendo de animais leucémicos.

O teste de aderéncia aplicado
no intuito de diagnosticar leucemia
bovina apresentou resultados posi-
tivos concordantes em somente
31,0% dos animais doentes exami-
nados, quando submetidos a repeti-

¢do.

Todos os soros dos animais e-
xaminados (sadios e doentes com
leucemia) através da imunoeletro-
forese apresentaram a fragdo IgM.

DISCUSSAO

A sorologia fluorescente tem
sido pouco empregada no exame de
elementos figurados do sangue peri-
férico de animais com a finalidade
de se detectarem particulas virais.

Tolle (1966), aplicou a imu-
nofluorescéncia no estudo de viro-
ses do camundongo. Trainin & Klo-
pfer (1970) a aplicaram no sentido
de estabelecer o papel da IgM de a-
nimais portadores de LB, usando
células de n6dulos linféticos.

A microscopia fluorescente
empregada no estudo de particulas
virais poderia ser prejudicada devi-
do ao tamanho das mesmas. Vimos
no estudo da microscopia eletroni-
ca que as particulas apresentam-se
isoladas e em aglomerados bem vi-
siveis, o que seria suficiente para
mostrar 4 sorologia fluorescente o
descrito como “poeira” e “grinu-
los” fluorescentes entre as células,
facilitando sobremaneira obter-se
uma sorologia fluorescente posi-
tiva.

Os animais selecionados pa-
ra este trabalho foram rigorosamen-
te mantidos sob condig¢Bes especiais
para ndo se contaminarem. Os
doentes com leucemia foram man-
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tidos em igualdade de condigges
dos sadios,

Na preparagio dos soros de
coelhos hiperimunizados procurou-
§¢ usar material de leuc6citos de re-
ses com linfocitose mais elevada
com a finalidade de obter teores
mais altos na concentragdo do ma-
terial antigénico,

Para o preparo do material
antigénico, as amostras de sangue
foram hemolisadas, empregando-se
o choque hipoténico sem que hou-
vesse prejuizo algum para a série
leucocitdria. Os coelhos inoculados
com os antigenos preparados das
culturas leucocitdrias foram subme-
tidos a injegdes subcutineas muil-
tiplas, durante 8 semanas, produzin-
do alto teor de anticorpos.

Para evitar fluorescéncia es-
pontdnea foi usada a coloragdo de
contraste com azul de Evans, se-
guindo-se as indicagbes de Engler,
Urbaneck & Olechnowitz (1970),
e asde Engler g col. (1972).

A “poeira” e “granulos”
fluorescentes  descritos mostram
fortes indicios da presenga de par-
ticulas virais aglomeradas e conse-
quentemente € de se sugerir a sua
incriminag¢do na etiologia da leuce-
mia bovina,

A microscopia eletrdnica usa-
da foi a cldssica. Procurou-se desde
0 inicio conduzir as culturas de ley-
odcitos a maior esterilidade, evitan-
do-se fundamentalmente a contami-
nagdo por parvovirus que indevida-
mente pudessem ser incriminados
como particulas virais procuradas,
Nao foi necessdrio que se fizessem
muitos cortes das células para en-
contrar particulas de virus,

As particulas encontradas
assemelham-se as descritas na litera-
tura da leucemia do carneiro por

Enke, Jungwitz & Roessger (1964),
por Ulbrich, Best & Paulsen(1970),
por Paulsen & col. (1972), por Ru-
dolph & Paulsen (1972) e por
Paulsen, Rudolph & Miler (1974).

Para o exame dos soros atra-
vés do teste de imunodifusdo o au-
tor produziu antigenos tratados pe-
lo polietilenoglicol 6,000 e pelo
TWEEN 80. Estes agentes quimicos
facilitaram sobremaneira o teste,
evidenciando as propriedades anti-
génicas das particulas virais conti-
das nas culturas de leucécitos, In-
troduziu-se ainda ao agar fundido o
alaranjado de metila para facilitar
O contraste das faixas de precipita-
¢do.

Os soros dos animais doentes
Somente reagiram com os antgenos
preparados a partir da cultura dos
leucécitos de animais portadores de
LB. O fato de os soros terem reagi-
do somente com os antigenos pre-
parados de leucdcitos cultivados
talvez seja devido a necessidade da
proliferagdo de particulas virais nas
culturas, de modo a atingir uma
concentragdo adequada para produ-
zir bom antigeno.

O teste de aderéncia estd sen-
do usado com bastante sucesso no
progndstico de neuroblastomas, he-
patocarcinomas e nefroblastomas
de criangas por Lampert & Dietmar,
na Alemanha e por Halliday & Mil-
ler, nos Estados Unidos. Por analo-
gia aos trabalhos dos pesquisadores
acima o autor aplicou a imunoade-
réncia com sentido .também de
prognéstico da LB porque muitas
vezes hd produgdo de tumores nos
animais leucémicos.

A imunoaderéncia aplicada
como diagnéstico da LB apresenta
resultados positivos, porém insegu-
fos, para afirmar pura e simples-
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mente que se trata de leucemia.
Nas bases experimentadas o teste
funcionou precariamente, .
Trainin & col (1968), e Trai-
nin & Klopfer (1970/1971) chama-
ram a atengdo para a pesquisa da
imunoglobulina M, em reses porta-
doras de leucemia nas quais verifi-
caram auséncia total daquela fragao
nos soros de animais leuc€micos
examinados. Procuramos reproduzir
os trabalhos desses autores e obti\{e-
mos resultados completamente dis-
cordantes. Verificamos, além da
presenga da IgM em todos os soros
ezzminados, uma oscilagao do .teor
dessa fragdo. Julga-se necessé'na u-
ma investigagdo para determinar a
variagdo do teor de IgM em soros de
animais protadores de leucemia.

CONCLUSOES

1 - O exame hematolégico
nao € suficientemente informativp
quando s3o envolvidos casos duvi-
dosos e negativos (leucemia aleu-
cémica), mesmo quando 0 animal
possui formagdes tumorais carac-
teristicas;

2 - O método da sorolo-
gia fluorescente pode ser emprega-
do como diagnéstico da LB, erﬂ
que uma “poeira” ou “grénu'los.
fluorescentes servem como md!-
cador da presenga de particulas vi-
rais; '

3 - Com auxilio da mi-
croscopia eletronica foram exami-
nadas culturas de leucécitos de ani-
mais infectados com material de
outros tidos como doentes com leu-
cemia. O exame das fotografias ob-
tidas ao microscépio eletronico su-
gere que as particulas enoont'radas
s3o de virus. As referidas particulas

\PTES
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nfo foram encontradas no material
controle normal; .

4 - Recomenda-se 0 uso roti-
neiro da reagdo de imunoc;ifusio
para o diagnéstico sorongxco da
LB, usando-se antigenos feitos com
leucécitos cultivados, tratados com

polietilenoglicol 6.000 e com TWE-
EN 80;

5 - A imunoaderéncia empre-
gada na tentativa de diagnéstico
nao foi convincente nas bases em
que foi empregada;

6 - A aplicagdo da imunoele-
troforese em soros de animais por-
tadores de LB, para evidenciar a i-
munoglobulina M, mostrou que ela
esta presente tanto nos soros dos a-
nimais sadios como nos soros de a-
nimais portadores de leucemia.

SUMMARY

Immunofluorescence techni-
que was used in the diagnosis of bo-
vine leukaemia. Antisera against bo-
vine leukaemia antigen was obta?-
ned in rabbit previously immuni-
zed.

The results showed that only
antigens obtained from leucocytgs
cultures were able to induce speci-
fic antibodies. Sera from animals
immunized with antigens supposed
containing viral leukaemia particles
were able to show positive fluores-
cence in cells obtained from ani-
mals with leukaemia, for this dej
monstration was utilized goat anti
rabbit immunoglobulin, labelled
with fluorescein isotiocianate. The
fluorescence pattern was granular
and intracellular.

Eletronic microscopy was al-
so used, as a possible method of bo-
vine leukaemia diagnosis, looking
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e
for viral particles which could cha-
racterize bovine leukaemia.

Another method used for

diagnosis was immunoprecipitation
in agar with two antigens prepared
from cultures of leucocytes obtai-
ned from leukaemic animals.

The immunoadherence test

also applied in diagnosis did not
show conclusive results.

IgM in leukaemic animals

sera was searched by immunoele-
trophoresis and all ,sera present
this immunoglobulin fraction.

Finaly we considered clinical

and haematological achieves in or-
der to evaluated better the studies
of bovine leukaemia.
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