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REPRODUCCION EXPERIMENTAL DE RINOTRAQUEITIS
INFECCIOSA BOVINA. II. RESPUESTA HEMATOLOGICA
Y DE PROTEINAS PLASMATICAS

Livio Zurita A. (MV, MS), Wilhelm Rudolph R. (MV, MS, Ph.D),
Eduardo Sotomayor M. (MV), Luis Moraga B. (MV, MS),
Patricio Berrios E. (MV, MS, Ph.D), Ivan Palavicino H. (MV, MS)

EXPERIMENTAL INFECTION WITH INFECTIOUS BOVINE RHINOTRACHEITIS VIRUS.
II. HEMATOLOGYCAL AND SERUM PROTEINS RESPONSE

Twelve calves less than one year old and negatives to infectious bovine rhinotracheitis
virus, divided in three groups of four were inoculated with three different strains of
bovine herpes virus type 1 (BHV-1) isolated in Chile. Blood cells and serum proteins were
analyzed at different times, using classical methods.

The results showed a decrease in total leukocyte and lymphocyte count with the three
virus strains used. In two of them there was an increase in the monocyte number between
the third and fifth days post inoculation. The total serum protein concentration and its
fractions did not show variations during the assay.

En las infecciones virales, generalmente la respues-
ta hematoldgica caracteristica es una leucopenia, la
cual se atribuye a la accidn directa del agente
infeccioso sobre los leucocitos (Schalm y Cols.,
1975), consecuencia de una disminucion de los
neutrofilos (Archer y Jeffcot, 1977).

Los antecedentes sobre cambios heméticos pro-
vocados por el virus herpes bovino tipo 1 (VHB-1)
son escasos y las publicaciones no entregan datos
coincidentes. Rosner (1968) sefiala que en un
estudio se observod leucopenia; en otras experiencias
s¢ ha comprobado solamente una disminucion de
neutréfilos. Este mismo autor da a conocer que en
una infeccién en terneras, el rango de leucocitos
varidé de 20.000 a 30.000 por pl. Dellers (1975)*
reporta leucopenia como resultado de la infeccion
con virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina
(RIB).

Frank y Cols. (1977), en una infeccion experi-
mental, observaron leucopenia en siete animales de
un total de ocho. También se ha reportado
neutrofilia en un caso de infeccién natural de RIB
(Wiseman y Cols.,, 1978). Dudnik (1978),
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* Citado por Kahrs (1977).
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en un estudio de infeccién experimental, determi-
né que no existen cambios en las concentra-
ciones de eritrocitos y leucocitos; describiendo
ademds un aumento de la capacidad fagocitaria e
indice de lizosima de los neutrofilos. Este autor
sefiala una tendencia a la disminucion de los
leucocitos.

Schudel y Cols. (1981), trabajando en infeccién
experimental en bovinos, comprobaron cambios
significativos en la concentraciéon de leucocitos,
linfocitos y neutrofilos, cuadro que se inicid a las
24 horas posterior a la inoculacion. A los 4 dias
posterior a la infeccién observaron neutropenia
marcada y linfocitosis. Estas ultimas células se
caracterizaron por presentar vacuolizacidn cito-
plasmadtica y yuxtanuclear con granulaciones toxi-
cas azurofilas en el citoplasma.

En este trabajo se estudian las variaciones
producidas por el virus herpes bovino tipo 1
aisladas en el pais, en algunos componentes hema-
ticos y de proteinas séricas, como un aporte mas a
la evaluacion clinica y diagnostico de la enferme-
dad causada por este virus.

MATERIAL Y METODOS

Virus. Se utilizaron tres cepas del VHB-1 aisladas
en el pais: la cepa Puente Alto (PA-1977),
obtenida desde secrecion nasal de bovino con
alteracion respiratoria (Berrios y Cols., 1979); la
cepa Frutillar (FAF-1982), aislada desde un neona-



to proveniente de un predio con antecedentes de
aborto (Berrios y Cols,, 1985) y la cepa virus
mucosa lingual de bovino (VMLB-1979) aislada
desde lesiones bucales de terneros (Berrios, 1982).

Animales. Se utilizaron 12 bovinos menores de un
afio y que fueron negativos a la presencia de
anticuerpos neutralizantes al VHB-1. Se dividieron
en tres grupos de cuatro animales cada uno,
correspondientes a cada una de las cepas estudia-
das. Un animal de cada grupo fue utilizado para
efectuar un pasaje de las cepas virales mantenidas
en el laboratorio. La metodologia empleada en la
inoculacion experimental fue la descrita por Mora-
gay Cols. (1987).

Determinaciones hemdticas. Las muestras de san-
gre para los examenes correspondientes se obtuvie-
ron, en las mafianas, mediante puncién yugular.
Estas consistieron en tres muestras, cada 7 dias, en
el periodo previo a la infeccion los dias 1, 3, 5, 7,
9, 12y 15 y posteriores a la inoculacidén. La sangre
extraida se depositd en tubos de vidrio con y sin
anticoagulante (EDTA)*.

En las muestras de sangre con EDTA se
determind: hemoglobina g/dl, por el método de la
cianometahemoglobina. Volumen globular aglome-
rado % (VGA), por el método de microhematocri-
to. Fibrindgeno plasmatico mg/dl, el cual se midid
por el método de precipitacion por calor a 560C
durante 3 minutos (Schalm y Cols., 1975). Nime-
ro de leucocitos/ul, determinados por el método
del hemocitéometro. Recuento diferencial de leuco-
citos, en un extendido de sangre en cubreobjeto
tefiido por solucion Giemsa.

A partir del suero sanguineo se realizaron las
siguientes determinaciones:

— Proteina sérica g/dl, evaluada mediante el méto-
do de Biuret. (Schalm y Cols., 1975).
Fraccionamiento de las proteinas séricas me-
diante electroforesis. Para ello se utilizaron
tiras de acetato de celulosa (Thomas PK 50),
“buffer” tris barbital (pH 8,0) y una corriente
eléctrica de 350 volt durante 20 minutos. Para
visualizar las fracciones proteicas, éstas se tifie-
ron con solucidén rojo ponceau y luego fueron
leidas en un densitometro Beckman.

Los resultados se analizaron estadisticamente
mediante analisis de varianza y prueba de “t”.

RESULTADOS

La determinacién de hemoglobina, volumen globu-
lar aglomerado y fibrindgeno no presentaron
cambios significativos en ninguna de las experien-
cias efectuadas (figuras 1 y 2).

La determinacion de leucocitos/ul (figura 3), en

* EDTA: Etilendiaminotetracitico, sal sddica, Merck.
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Figura 1. Variaciones de la hemoglobina y VGA en

bovinos inoculados experimentalmente con VHB-1, cepas
Puente Alto (0——o0), Frutillar (&———®) y VMLB 1979
(&——®). Puntos corresponden al promedio de tres
animales.

1= infeccidn.
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Figura 2: Variaciones del fibrinégeno promedio de tres
bovinos inoculados experimentalmente con VHB-1 cepas
Puente Alto (0——o), Frutillar (®-——®), VMLB-1979
(#——@), durante ¢l periodo preinfeccién hasta 15 dias
posterior a la infeccion.
= infeccidn.
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Figura 3: Variaciones de células sanguineas en bovinos inoculados con VHB-1, cepa Puente Alto (0—o), Frutillar
(&~——@) y VMLB 1979 (®&——#®), Cada punto corresponde al promedio de tres animales.
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los animales inoculados con la cepa Puente Alto,
dio como resultado una disminucion en el dia 9, la
cual es estadisticamente significativa (P < 0,05)
presentando una disminucion de un 23% del nivel
inicial (promedio de determinaciones preinfec-
ci6n). En los animales inoculados con la cepa
Frutillar, se observd una clara tendencia a la
disminucién de los leucocitos, que fue manifiesta
desde el dia 1 al dia 9 postinoculaciéon. Esta
disminucion fue significativa por andlisis de varian-
za y por pruebade “t”,enlosdias1,3,5,7y9,y
aparece también en todos los animales de este
grupo. Los leucocitos/ul en el grupo de animales
inoculados con la cepa VMLB 1979 presentaron
una disminucion manifiesta y significativa en el dia
1, siendo ésta de un 27% menor que el nivel inicial.
En el dia 5 se produjo un aumento, que significd
un 27% mas que el nivel basal; este aumento fue
significativo e incluyo a todos los animales, siendo
mis manifiesto en un animal, que present6
leucocitosis (19.900 leucocitos/ul).
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Referente a los neutrofilos segmentados/ul, los
animales inoculados con la cepa Puente Alto y
VMLB-1979, no presentaron cambios estadistica-
mente significativos (figura 3). En los animales
inoculados con cepa Frutillar se observo una leve
disminucion de segmentados en el dia uno, nivel
que se recuperd en el siguiente control. En los dias
12 y 15 se observd un aumento significativo de
estas células.

La cepa Puente Alto produjo en los dias 1, 3, 5,
y 9 una disminucion significativa de los linfoci-
tos/ul, siendo mas notoria esta disminucion en el
dia 9, en el que estas células disminuyeron en un
314 del nivel basal. Los animales inoculados con la
cepa Frutillar tuvieron una disminucioén estadisti-
camente significativa de los linfocitos (P < 0,05),
siendo mayor en los dias 1, 3 y 7, en este tltimo
fue 249 menor que el nivel de la preinfeccion. En
los animales inoculados con la cepa VMLB-1979,
se comprobd una disminucion significativa de los
tinfocitos (P < 0,05) en el dia 1 postinfeccion, el



que se recuperd el dia 3. Luego en los dias 5y 7
hubo una elevacion significativa, detectindose en
un animal 16.000 linfocitos/ul.

La determinacién de monocitos/ul en los ani-
males inoculados con la cepa Puente Alto, sola-
mente presentd una leve disminucidén, la cual no
tuvo significacion estadistica (P > 0,01). Los ani-
males inoculados con la cepa Frutillar mostraron
ya en el dia 1 un aumento de los monocitos, el
cual se hizo significativo (P < 0,05) en el dia 3,
cuando los monocitos aumentaron un 60% sobre
los niveles basales. Este aumento superd los rangos
normales, correspondiendo a una monocitosis,
fundamentalmente dada por dos animales, que
presentaron 1.023 y 1.034 monocitosel dia5. Enel
grupo de animales inoculados con la cepa
VMLB-1979 se observé un aumento significativo
(P<0,05) de los monocitos el dia 5, dado
fundamentalmente por dos animales, que presenta-
ron 865 y 815 monocitos/pul, respectivamente. En
el dia 7, un tercer animal mostr6 monocitosis
(1.025 monicitos/ul).

Los eosinofilos no mostraron variaciones en los
animales inoculados con las cepas Puente Alto y
Frutillar. En las determinaciones de la cepa
VMLB-1979, se observo una tendencia a la dismi-
nucién de los eosindfilos/ul, estadisticamente no
significativo (P > 0,01). Un comportamiento simi-
lar presentaron los basoéfilos, sin manifestar varia-
ciones significativas.

La determinacion de constituyentes plasmaéticos
y séricos tales como fibrindgeno, proteina total,
albimina y globulinas no presentaron variaciones
significativas (P > 0,01) durante la experiencia con
ninguna de las cepas inoculadas. Solamente la
fraccion de las globulinas de los animales inocula-
dos con la cepa Frutillar mostr6 un aumento
estadisticamente significativo en el
(P <0,05) (figura 4).

DISCUSION

La respuesta hemdtica descrita en la literatura en
una infeccion con VHB-1 y la observada en este
trabajo se refiere principalmente a cambios en los
leucocitos totales y sus componentes.

En el presente estudio se determiné una dismi-
nucién significativa de los leucocitos, con respecto
a los valores basales, en la inoculacién de las tres
cepas, sin llegar a leucopenia, y si los comparamos
con los valores normales para la especie (Schalm y
Cols., 1975), lo que es semejante a lo observado
por Dudnik (1978). Sin embargo, otros autores
comprobaron una disminucidén mayor de leucoci-
tos, llegando a ser leucopenia (Deller, 1975%,

* Citado por Kahrs (1977).
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Figura 4: Variaciones de proteina total (x———x), albami-
na (0o———o) y globulinas séricas (&¢ o——o); [} ®———®;

¥: A———A) en bovinos inoculados con el VHB-1, cepa
Frutillar, Cada punto corresponde al promedio de tres
animales.
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Frank y Cols., 1977, Schudel y Cols., 1981). Por
otra parte, sblo un animal, correspondiente al
grupo inoculado con la cepa VMLB-1979, present0
leucocitosis el dia 5 posterior a la infeccion, hecho
que también observo Rosner (1968).

Los neutrofilos segmentados disminuyeron en
el dia 1 y aumentaron en los dias 12 y 15 en los
animales inoculados con la cepa Frutillar (figura
3), sin embargo, con el resto de las cepas no
presentaron variaciones. Otros autores han obser-
vado variaciones en los neutréfilos, describiéndose
neutrofilia (Wiseman y Cols., 1978) o neutropenia
(Schudel y Cols., 1981).

En cuanto a los linfocitos, éstos disminuyeron
en los animales inoculados con todas las cepas. En
los dias 5 y 7 los animales inoculados con la cepa
VMLB-1979 presentaron linfocitosis (figura 3),
hecho también observado por Schudel y Cols.,
(1981).

Con respecto a los animales inoculados con la
cepa Frutillar, ellos presentaron monocitosis en el
dia 3 postinfeccion, y en los animales inoculados
con la cepa VMLB-1979, en el dia 5 se detect6 un
aumento de los monocitos y un animal de este
grupo presenté monocitosis, lo cual no ha sido
descrito en la literatura.

En todos los animales inoculados hubo serocon-
versién, la cual se determind por pruebas de
seroneu tralizacion (Moraga y Cols., 1987; Monte-
ro, 1987).

Los antecedentes clinicos y virolbgicos indican
que la totalidad de los animales inoculados con las
tres cepas VHB-1 se infectaron y cursaron con un
cuadro clinico moderado que afectd las vias
respiratorias altas (Moraga y Cols., 1987; Montero,



1987); sin embargo, los resultados obtenidos en
este estudio, en cuanto a la presentacion y
persistencia de la variacion de la serie blanca, no
permiten concluir que estas determinaciones sean
de utilidad practica para el diagnoéstico, lo cual
concuerda con los antecedentes bibliograficos so-
bre la variacion encontrada en estudios referentes
a la infecciébn con VHB-1., Ademis es preciso
hacer notar que, aunque se encontraron algunas
diferencias estadisticamente significativas, al com-
parar la respuesta leucocitaria pre y postinfeccién,
los valores obtenidos generalmente se encontraron
dentro de los rangos normales para la especie.

RESUMEN

Con el objeto de conocer la respuesta hematologi-
ca y de proteinas séricas frente a cepas del VHB-1
aislados en el pais, fueron inoculados 12 bovinos
menores de un afio de edad y seroldgicamente
negativos al virus.

Los resultados obtenidos mostraron una dismi-
nucion de los leucocitos totales y linfocitos en los
animales inoculados. Ademas en dos aumentd el
nimero de monocitos entre el tercer y quinto dia
postinoculacién. En relacion a las proteinas séricas
analizadas, éstas no sufrieron cambios significati-
vos en los animales inoculados.
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