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COSTA FILHO, V. M. Diagnéstico e fatores de risco associados ao virus da leucose
enzodtica bovina em rebanhos leiteiros na regional de Codé — MA. [Diagnosis and
risk factors associated with enzootic bovine leukemia virus in dairy cattle in the
regional Codo — MA]. 2014. 84f. Dissertacdo (Mestrado em Defesa Sanitaria Animal)

— Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis, 2014.

RESUMO

A Leucose Enzoodtica Bovina (LEB) € uma doenca infecciosa, que tem evolucdo
cronica e acomete principalmente bovinos leiteiros. A importancia da doenca reside
nas perdas econdémicas, devido ao descarte de bovinos sororeagentes, custos com
o diagnostico e o tratamento e complicacdes quando o0s animais apresentam
linfossarcomas. A pesquisa foi realizada com o objetivo de determinar a ocorréncia e
a frequéncia da Leucose Enzodtica Bovina (LEB) nos rebanhos com aptidao leiteira
na Regional de Codé. Foram coletadas 398 amostras provenientes de 33 rebanhos
dos municipios de Alto Alegre do Maranhdo, Codd, Coroata, Peritor6 e Timbiras.
Para o diagndstico da enfermidade foi utilizado o teste de Imunodifusdo em gel de
agar — IDGA e aplicado questionarios com proprietarios ou responsaveis dos
animais para investigacdo dos fatores de risco associados a doenca. A frequéncia
de animais sororeagentes foi de 117/396 (29,55%). Os resultados observados da
frequéncia da leucose em rebanhos foram de 31/33 (93,94%). N&o houve
associacdo estatistica significativa para as varidveis estudadas (P <0,05). A
distribuicdo das frequéncias dos fatores de risco demonstrou que 100% dos
entrevistados desconhecia a doenca pesquisada, 96,97% utilizavam a mesma
agulha para aplicacdo de vacina e vermifugacdo e a assisténcia veterinaria sé
estava presente em 18,18% das propriedades. A distribuicdo espacial dos rebanhos
- focos demonstrou que a Leucose esta disseminada por todos 0s municipios

pesquisados. A infeccdo pelo VLB esté disseminada na regido estudada.

Palavras-chaves: Leucose, bovino, Maranh&o, virus, frequéncia.



COSTA FILHO, V. M. Diagnosis and risk factors associated with enzootic bovine
leukemia virus in dairy cattle in the regional Cod6 — MA. [Diagnostico e fatores de
risco associados ao virus da leucose enzootica bovina em rebanhos leiteiros na
regional de Cod6 — MA]. 2014. 84f. Dissertacdo (Mestrado em Defesa Sanitaria

Animal) — Universidade Estadual do Maranhao, S&o Luis, 2014.

ABSTRACT

The Enzootic Bovine Leukosis (EBL) is an infectious disease which has a chronic
evolution and affects mainly dairy cattle. The importance of the disease consists in
economic losses due to infected bovine disposal, costs of the diagnosis and the
treatment of complications and when the animals present lymphosarcomas. The
research was conducted in order to determine the occurrence and frequency of
Enzootic Bovine Leukosis (EBL) in cattle with dairy capability in Codo’s Regional.
There were collected 398 samples from 33 herds in the following cities, Alto Alegre
do Maranhao, Codo, Coroata, Peritoro e Timbiras. In order to make the proper
diagnosis from the disease, there was used the immunodiffusion’s test from gel of
agar — AGID, and applied questionnaires with owners or caretakers of animals to
investigate risk factors associated with the disease. The frequency of infected
animals was 117/396 (29.55%). The results observed in the frequency of leukosis
herds were 31/33 (93.94%). There was no statistically significant association
between the variables studied (P <0.05). The frequency distribution of risk factors
showed that 100% of the interviewed were unaware about the studied disease, and
96.97% used the same needle for applying vaccine and deworming and the
veterinary care was only present in 18.18% of the properties. The spatial distribution
of herds - focus demonstrated that Leukosis is widespread in all cities surveyed. BLV

infection is widespread in the region studied.

Keywords: Leucosis, bovine, Maranhao, viruses, frequency.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura brasileira apresentou um crescimento nas ultimas
décadas e atualmente o efetivo bovino do pais ultrapassa as 206 milhdes de
cabecas, sendo que na regido Nordeste estd concentrado 16,88% do rebanho
nacional (MAPA, 2011).

O Maranhéao Localiza-se no extremo oeste da Regido Nordeste e limita-se
com trés estados, o Piaui ao leste, o Tocantins ao sul e sudoeste e o Para a oeste,
além do Oceano Atlantico ao norte. Sua area é de 331 937,450 km?, sendo o
segundo maior estado da Regiao e o oitavo maior estado do Brasil. A agricultura e a
pecuaria sao atividades importantes na economia do Maranhdo. O Estado possui
aproximadamente 7,3 milh6es de cabeca de gado bovino, em mais de 77 mil
propriedades, onde destas, 4.262 sao propriedades com aptidao leiteira, produzindo
aproximadamente 360.000 litros de leite por dia. Estes dados fazem do Estado o
segundo maior rebanho do Nordeste e o décimo segundo do Brasil (MAPA, 2011,
AGED/MA, 2013).

A regional de Codo localiza-se na mesorregido dos Cocais Maranhenses,
na bacia do Rio Itapecurd. A regional € composta pelos municipios de Codé,
Timbiras, Coroatd, Peritord, Alto Alegre do Maranhdo e Sao Mateus. A regido tem
uma populacdo de 292.646 habitantes em uma area de 10.103.068 km? e um
rebanho bovino de aproximadamente 225 mil cabecas. A economia basea-se
principalmente no setor primario e terciario, sendo a bovinocultura uma das forcas
motriz da economia da regido (IBGE, 2010; AGED-MA, 2013).

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) € uma doenca infecciosa, causada
pelo um virus, que tem evolucdo cronica e acomete bovinos, principalmente o
rebanho leiteiro, devido as condi¢Bes intensivas ou semi-intensivas a que sao
submetidos (RADOSTITS et al., 2002).

A doenca estd difundida por todo o mundo, com situacdes
epidemiologicas distintas em cada pais e com variagbes de ocorréncia entre 0s
rebanhos, sendo maior no rebanho leiteiro. Paises da Europa Ocidental ja teriam
conseguindo erradicar a doenca depois de implantarem programas de controle
(BRAGA et al., 1998; OIE, 2014).
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Estudos recentes realizados por Santos et al., (2011) Chaves et al.,
(2012) Oliveira, et al., (2013) e Soares et al., (2013) demonstram a presenca da
Leucose Enzodtica bovina no rebanho maranhense.

A Leucose Enzodtica Bovina foi descrita pela primeira vez na Europa em
1871 e hoje possui distribuicdo mundial, principalmente devido a movimentagéo e
importacdo de animais ap0s a segunda guerra mundial (OLSON & MILLER, 1987;
BIRGEL et al., 1991).

A doenca é causada pelo BLV, virus pertence a familia Retroviridae,
género Deltaretrovirus. Os retrovirus, como sédo conhecidos os membros desta
familia, possuem a enzima transcriptase reversa, que sintetiza copias de DNA pro-
viral a partir do RNA viral podendo infectar linfocitos B, linfécitos T e mondcitos
(MURPHY et al., 1999; ICTV, 2014).

A transmissdo horizontal € a principal forma de contagio da doenca,
principalmente através de fomites contaminados com sangue, tais como agulhas,
seringas, instrumentos cirdrgicos, instrumentos de castracdo, instrumentos de
descorna, luvas de palpacdo retal e de procedimentos cirdrgicos, tatuadores e
aplicadores de brincos (BRAGA et al., 1998; LEUZZI JUNIOR et al., 2001; FLORINS
et al., 2007; RAVAZZOLO & COSTA, 2007).

A doenca esta distribuida por todo o pais e a sua importancia reside nas
perdas econémicas, principalmente devido ao descarte de bovinos sororeagentes,
diminuicao da producdo leiteira, custos com o diagndéstico e tratamento e custos com
as complicacbes devido a ocorréncia de linfossarcomas (LEUZZI JUNIOR et al.,
2001).

A presenca da doenca implica em barreiras ao comércio internacional de
animais, de sémen e embrides, onde atualmente a maior parte dos paises
importadores exigem resultados negativos para a doenca (FAVA & PITUCA, 2004).

Portanto, diante do exposto e considerando que a area estudada nao
apresenta informacbes sobre a situacdo da infeccdo pelo virus da Leucose
Enzodtica Bovina, este estudo cientifico visa determinar a frequéncia da
enfermidade utilizando o teste de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) em
rebanhos bovinos leiteiros nos municipios de Codo, Timbiras, Coroata, Peritoro, Alto

Alegre e S&o Mateus no Estado do Maranhéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Determinar a frequéncia da Leucose Enzodtica Bovina (LEB) nos rebanhos

com aptidao leiteira na Regional de Codo.

2.2 Especifico

e Identificar os fatores de risco associados a transmissdo da Leucose Enzootica
Bovina (LEB);

e Estimar a faixa etaria com maior frequéncia a da Leucose Enzootica Bovina
(LEB);

e Distribuir espacialmente os focos da infeccéo nos rebanhos da regiao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico

A Europa é considerada o berco da infeccdo pelo virus da Leucose
Enzootica Bovina. A primeira descricdo da doenca foi realizada por Leisering em
1871 na Alemanha e publicada na German Medical of Veterinary Journals. Leisering
observou nodulos branco-amarelados compostos por células linfoides no baco de
um animal. Este € considerada o primeiro relato da leucose bovina (OLSON &
MILLER, 1987).

Apdés a Segunda Guerra Mundial a grande movimentacdo de animais
provocada pelas migracdes, permitiu que a doenca se espalhasse por toda a Europa
e em seguida para todos os continentes (BIRGEL et al., 1991). Porem, casos de
bovinos com hipertrofia generalizada dos linfonodos, esplenomegalia e leucocitose
ja eram relatados na literatura americana antes da virada do século 20 (OLSON &
MILLER, 1987).

Segundo Olson & Miller, (1987), varios outros registros da Leucose
Enzodtica Bovina foram feitos em diversos paises da Europa no inicio do século 20.
Na Suécia a doenca foi observada por Hjarre (1926) e Bendixen, (1927), no Reino
Unido, casos de leucose bovino foram relatados por Jones (1929), na Holanda,
incidentes com a doenca foram descritas pela primeira vez por Jong (1931) e Vloten
(1932). Na Bélgica casos da doenga foram observados por Deriveaux em 1960. Na
Franca a doenca foi confirmada em partes do nordeste e noroeste do pais por Lazar
et al.(1937), Drieux (1938) Lombard (1939). Casos de leucose também foram
relatados na Austria por Reisinger (1941), Italia por Moretti (1944) e Machioni (1945)
e na Espanha por Lozano em 1946.

A importacdo de animais foi o principal mecanismo de propagacdo da
doenca. A infeccéo difundiu-se no gado americano e canadense contribuindo para a
disseminagédo do BLV a outros paises da América do Sul (JOHNSON & KANEENE,
1992). A entrada da doenca no Brasil pode ter ocorrido por meio da importacéo de
animais dos EUA e Canada (BRAGA et al., 1998).

O primeiro relato da leucose enzootica bovina na Colémbia foi realizado
em 1957 a parti de casos clinicos e necropsias em animais (AFONSO et al., 1998).

Segundo Resoagli et al., (2014) na Venezuela, a doenca foi relatada pela primeira
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vez por Marin et al., (1979), no Chile por Cripe et al., (1971) e Wittwer et al., (1971) e
na Argentina foi confirmada sorologicamente por Murtagh et al., (1978).

A primeira citacdo da doenca no Brasil foi realizada por Rangel &
Machado (1943) e publicado nos Arquivos da Escola Superior de Veterinaria de
Minas Gerais, onde, foi observada a ocorréncia de linfossarcoma em quatro bovinos
no estado de Minas Gerais.

O virus da leucose foi isolado pela primeira vez por Miller et al. em 1969,
0 que contribui para o desenvolvimento de técnicas soroldgicas que permitiram o
diagnostico da infecgdo, como a imunodifusdo dupla em gel de &gar, utilizando o
antigeno da capsula do virus da Leucose Bovina (gp 51). A técnica de IDGA descrita
por Miller & Van Der Maaten em 1977, € empregada nos programas de controle da
Leucose em varios paises. Atualmente, outras técnicas de diagnostico estdo
disponiveis no mercado, porém a praticidade, o baixo custo e a especificidade
tornaram o IDGA um teste amplamente utilizado para o diagnostico da LEB em todo
0 Mundo (BIRGEL et al., 1991;LEUZZI JUNIOR et al., 2001).

3.2 Agente Etiolbdgico

De acordo com o International Commitee on Taxonomy of Viruses - ICTV
0 virus causador da LEB, € um RNA virus pertencente a familia: Retroviridae,
subfamilia: Orthoretrovirinae, género: Deltaretrovirus, espécie: Bovino Leucose Virus
(BLV). O seu material genético € dipldide, ou seja, possui dupla fita de RNA simples
de polaridade positiva (MURPHY et al., 1999; ICTV, 2014).

O nome retro (reverso) origina-se pela presenca da enzima transcriptase
reversa em todos os virus desta familia. O BLV €& um retrovirus esférico e
envelopado, tem cerca de 80-100nm de diametro e possui uma estrutura de trés
camadas, a mais interna é o complexo genoma - nucleoproteina, que inclui
aproximadamente trinta moléculas de transcriptase reversa (MURPHY et al., 1999).
Sua composicao quimica € de 60% de proteinas, 35% de lipideos, 2,2% de acido
nucléicos e 0,5% de carboidratos (ABRAMOVA et al., 1974; MUSSGAY et al., 1978).
O virus faz sua replicacdo dentro do nucleo da célula hospedeira e possui uma baixa
taxa de transcricdo. O VLB pode levar até 10 horas para completar todo o processo
de formacg&o de um novo virion (MURPHY et al., 1999).

O Virus da Leucose se caracteriza por infectar preferencialmente

linfécitos B, mas também é capaz de infectar células T, mondcitos e granulocitos.
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(SCHWARTZ et al.,, 1994; MURPHY et al.,, 1999). O virus também pode causar
alteracbes na atividade fagocitaria e no metabolismo oxidativo de mondcitos-
macrofagos alterando as suas funcdes (AZEDO et al., 2011).

O envelope viral é formado por glicoproteinas (gp) as principais sdo gp51
e a gp30. Ambas auxiliam o virus na sua fusdo com a célula alvo. O virus é
transcrito a partir do DNA presente no provirus. O DNA do provirus possui uma
proteina percussora de envelope (Pr72) a qual é responsavel pela formacao das
glicoproteinas GP51, considerada uma proteina de superficie e a GP30 que é
transmenbréanica. (SUZUKI & IKEDA, 1998; FLORINS, et al., 2007).

Os virus da familia Retroviridae possuem trés genes em comum em seu
material genético o “gag”’, “pol” e “env’ estes genes codificam as proteinas
estruturais, transcriptase reversa ou polimerase de DNA e as glicoproteina do
envelope respectivamente (FERRER et al.,1993; BRAGA et al., 1998).

O VLB e os outros membros do seu grupo, possuem na regiao 3’
chamada de regiao “X” os genes Tax, Rex, R3 e G4, que sdo importantes no ciclo do
virus dentro da célula do hospedeiro pois codificam as proteinas virais regulatérias e
estdo envolvidos na regulacdo da expressao génica (LEUZZI JUNIOR et al., 2001;
GILLET et al., 2007). Uma quarta regido foi observada no BLV, onde foi localizado o

gene “sarc” ou “onc”, caracteristico desse virus (FERRER et al.,1993).

™ ™ ¢ o
),

o — ENV
200%9%%0¢ %TM’
NC : OO o (%)

&/ %% Y. vA
IN—S 5 & ' O
o & 0§§ 8 RNA
~r_OAQ D Po%e 0/Q
% ‘\G—O; CA
NO ©/0 - PR
O
Qoo 0°°

P

Figura 1: Representacdo esquematica de um retrovirus mostrando seus componentes. RNA:
genoma; NC: proteina do nucleocapisideo (p12); CA: capsideo (p24); MA: matriz (p15); IN: intregase;
RT: transcriptase reversa; PR: protease; TM: glicoproteina transmebranase (gp30); SU: glicoproteina
de superficie (gp51); ENV: envelope. Fonte: (FLORINS et al., 2007; RAVAZZOLO & COSTA ,2007)
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Os genes Tax e Rex codificam proteinas reguladoras do genoma viral e
sdo importantes no processo de infeccdo do virus. O Tax € um regulador indireto da
transcricdo do genoma proviral, quando interage com diferentes proteinas
regulatorias celulares. Este desenvolve importante papel na ativacdo de genes
celulares, atua na transcricdo de receptores de citocinas (IL-2) e promove aumento
da velocidade de transcrigao viral pela ativacao do LTR (FLORINS et al., 2007).

Os genes acessorios (Tax e Rex) também sdo observados no Virus da
Leucemia dos Linfocitos T em Humanos 1 e 2 (HTLV-1 e 2) e devido essa homologia
genética o VLB também tem sido usado como modelo de estudo dessa doenga pois
apresenta muita similaridades estruturais, genémicas e patogenicidade com o virus
da leucemia humana (RAVAZZOLO & COSTA, 2007).

A infeccéo se inicia pelo reconhecimento e ligacdo do virus na célula alvo,
0 virus apés ligar-se ao linfécito, libera todo o seu contetdo (nucleocapsideo) dentro
do citoplasma da célula hospedeira. Este evento é mediado pela glicoproteina do
envelope, que interage com receptores especificos da membrana plasmatica da
célula alvo (RAVAZZOLO & COSTA, 2007).

Por sua vez a enzima transcriptase reversa transcreve uma das fitas de
RNA em fita dupla de DNA, esta fita migra até o genoma do linfécito com ajuda da
integrase viral. ApGs se ligar ao genoma da célula hospedeira, o provirus passa a
utilizar os comandos celulares para transcricdo de RNA gendmico e a produzir
RNAmM, que posteriormente é traduzido em proteinas virais no citoplasma. O virus é
liberado da superficie do linfécito revestido externamente pela membrana celular
(LEUZZI JUNIOR et al. 2001; GILLET et al.,2007; RAVAZZOLO & COSTA, 2007).
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Figura 2: Ciclo replicativo simplificado dos retrovirus.

3.3 Epidemiologia

A Leucose Enzodtica Bovina teve sua origem na Europa e hoje possui
distribuicdo mundial, com excecdo de alguns paises europeus que erradicaram a
infeccdo a partir da década de 1980 (RAVAZZOLO & COSTA, 2007). A prevaléncia
varia amplamente entre rebanhos (LEUZZI JUNIOR et al., 2001) porem é mais alta
em grandes rebanhos do que em rebanhos menores, sendo maior em rebanhos
leiteiros, comparada aos rebanhos de corte, provavelmente devido ao o
confinamento mais restrito e a idade média mais alta dos rebanhos leiteiros
(RADOSTITS et al., 2002).

Assim como 0s outros retrovirus, o BLV apresenta uma baixa
transmissibilidade, ou seja, ndo € facilmente transmitido. A transmissao ocorre
predominantemente entre animais do mesmo rebanho, e é incomum ocorrer entre
rebanhos vizinhos. A transmisséo iatrogénica, pela aplicacdo de vacinas, uso
compartilhado de agulhas hipodérmicas, administracdo de medicamentos e
procedimentos de palpacdo com toque retal contribuem de forma importante para a
disseminagéao da infecgéo dentro dos rebanhos (RAVAZZOLO & COSTA, 2007).

Os retrovirus podem ser inativados por solventes e detergentes lipidicos
(&lcool, éter, cloroférmio), pela temperatura de 56°C durante 30 minutos. O BLV é
mais resistente ao raio UV e radiacfes-X do que os outros virus. Uma possivel

explicagdo seria por possuirem um genoma dipldide (FERRER et al.,1993).
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3.3.1 Fonte de infeccéo

A espécie bovina é a principal fonte de infeccdo do VLB, animais doentes
ou portadores que albergam o agente etiolégico, podem transmitir o virus direta ou
indiretamente a outros animais susceptiveis (DEL FAVA & PITUCO, 2004).

3.3.2 Vias de Eliminacéo

As vias de eliminacdo contém linfocitos contaminados pelo virus e a mais
importante é o sangue de bovinos infectados, mais o leite desempenha importante
papel na transmissdo do VLB para animais lactentes (JOHNSON & KANEENE,
1992).

As vacas positivas prenhes podem transmitir o virus para o feto; porem,
menos de 10% dos animais nascidos de vacas positivas tornam-se portadores do
virus ao nascer. Em trabalhos, que analisam a transferéncia de embrides a partir de
doadoras infectadas pelo BLV, nado foi detectada transmissdo para os embrides ou
para as receptoras (RAVAZZOLO & COSTA, 2007).

3.3.3 Transmisséo

A infeccdo pelo VLB esta estritamente relacionada as praticas de manejo
adotadas nas propriedades. Principalmente em propriedades mais tecnificadas,
devido ao manejo intenso em que o rebanho é submentidos, como a palpacéo retal,
imunizacao, transfusdo sanguinea e cirurgias. Esses procedimentos permitem a
transferéncia de linfocitos infectados entre animais no rebanho (BRAGA & LAAN,
2001).

A transmissdo horizontal € a principal via de disseminacdo do virus. A
transmissdo através de fémites contaminados com sangue, como agulhas, seringas,
instrumentos cirurgicos, instrumentos de castracéo, instrumentos de descorna, luvas
de palpacéo retal e de procedimentos cirurgicos, tatuadores e aplicadores de brincos
sao os principais meios de veiculagdo e transmissao do BLV (BRAGA et al., 1998;
RAVAZZOLO & COSTA, 2007).

Ja a transmissao vertical da LEB pode ocorrer pela via uterina ou mesmo
oral, através da ingestao de colostro e leite contendo linfocitos contaminados com o
BLV.
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Lucas et al., (1980) identificou particulas do VLB no sémen de um touro,
mas embora o virus possa ser ocasionalmente encontrado no sémen de touros, a
inseminacao artificial ndo parece ser um meio importante de disseminacao do virus.

Pesquisa recente realizada por Khamesipour et al.,, (2013) no Ir4,
utilizando o PCR demonstram a presenca do BLV em 9 de 42 (21,42%) amostras de
sémen de bovinos. Outra pesquisa no mesmo pais encontrou o DNA proviral pelo
PCR em 36 das 172 amostras (20,93%) de sémen de touros utilizados para
inseminacao artificial (SHARIFZADEH et al., 2011).

A transmissdo do BLV no periodo pré-natal, pela via uterina,
frequentemente ocorre apds o primeiro trimestre de gestacdo em até 8% das
gestacdes de animais soropositivos (FERRER et al.,1993; LEUZZI JUNIOR et al.,
2001).

Apesar do VLB ser detectado no leite de vacas infectadas, e a ingestéo
de leite sem pasteurizagdo representar um risco, no entanto ndo ha evidéncias de
gue o VLB tenha potencial zoonético (RADOSTITS et al., 2002).

Em estudo realizado por Lages (2007), para investigar a possibilidade da
transmissdo do virus da leucose para cabritos recém-nascidos amamentados com
colostro de vacas soropositivas detectou que, apds o declinio da imunidade passiva
nenhum caprino soroconverteu na vida adulta. Concluindo que o colostro de vacas
soropositivas para LEB néo é considerado um meio eficiente para a transmisséao do
VLB para caprinos.

KOHARA et al., (2006), examinando se o virus da leucose bovina (BLV)
possa ser transmitido através da palpacéo retal com a utilizacdo da mesma luva
obstétrica entre uma vaca BLV - positiva e novilhas BLV - negativos. Encontrou
como resultado que trés das quatro novilhas desenvolveram anticorpos contra BLV,
determinado pelo teste de imunodifusdo em agar-gel (IDGA) entre a 72 e 102
semana apoés a primeira palpacgéo retal. O DNA proviral do BLV foi detectado por
PCR entre a 12 e 52 semana, ou seja, mais cedo do que a deteccdo dos anticorpos
pelo teste de IDGA. Esse experimento demonstrar que a palpagdo retal € um
mecanismo potencial de propagacdo do BLV em rebanhos, e que a deteccdo do
DNA pro-viral em bovinos pela técnica de PCR é util para o diagnostico da infeccao

pelo BLV no rebanho.
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3.3.4 Porta de Entrada

As portas de entrada do VLB, comprovadas por inoculagéo experimental
sdo: a intradérmica, intramuscular, subcuténea, intravenosa, oral, intraperitoneal,
intratraqueal e intra-retal (VAN DER MAATEN & MILLER, 1977; EVERMAN et al.,
1986; BRAGA et al., 1998).

3.3.5 Hospedeiros susceptiveis

Em condi¢des naturais, o virus pode infectar bovinos, zebuinos, bufalos e
capivaras (Hydrochoerus hydrochoerus). Infeccbes experimentais jA demonstraram a
susceptibilidade de ovinos, caprinos e coelhos. Os coelhos podem desenvolver
tumores ou imunodeficiéncia apds um tempo variavel de incubacédo (RAVAZZOLO &
COSTA, 2007).

Todas as racas de bovinos sdo susceptiveis a infeccdo pelo virus da
leucose e normalmente os animais acometidos apresentam mais de dois anos de
idade, sendo que a prevaléncia aumenta com a idade e hd uma maior incidéncia de
desenvolvimento de tumores em bovinos com idade entre quatro e oito anos
(BRAGA et al., 1998); (RADOSTITS et al., 2002).

Del Fava et al, (2010) pesquisando a ocorréncia de ovinos
sororreagentes ao virus da Leucose Bovina em 2.592 amostras proveniente dos
estados do Rio Grande do Sul, Parana, Sado Paulo, Pernambuco, Maranh&o, Para,
Bahia, Mato Grosso, Rondbnia e Acre, encontrou dois ovinos naturalmente

infectados pelo VLB.

3.3.6 Distribuicéao
3.3.6.1 Situacao da Leucose Enzodtica Bovina no Mundo

A doenca esta difundida por todo o mundo, mas em situacles
epidemioldgicas distintas em cada pais e com variacdes de ocorréncia entre 0s
rebanhos, sendo maior no rebanho leiteiro. Paises da Europa Ocidental depois de
implantarem programas de controle ja teriam conseguindo erradicar a doencga;
(BRAGA et al., 1998; OIE, 2012), porém a situacao € diferente na Europa Oriental,
onde a doenca ainda esta presente em varios paises como a Bulgaria, Croacia,
Estdnia, Letdnia, Pol6nia, Roménia e Ucrania (RODRIGUEZ et al 2011).

Na Asia, mais especificamente no Jap&o, um estudo soroepidemiol6gico

realizado por Murakami et al., (2011) utilizando um total de 5.420 bovinos (3966



28

bovinos de leite, 797 animais de reproducdo; 657 animais de engorda) em 209
fazendas, em sete prefeituras, utilizando os testes de ELISA e IDGA encontrou
prevaléncia global de 28,6%. A prevaléncia da infeccdo pelo BLV em bovinos de
leite foi de 34,7% em bovinos de engorda de 7,9% e em animais de reproducao
16,3%.

No mesmo pais, estudo realizado em 139 fazendas encontrou que em
110/139 (79,13%) propriedades possuiam pelo menos um animal positivo para LEB
utilizando o teste de ELISA. A andlise de regressao logistica determinou que o
sistema de criacao livre, descorna, e um grande nimero de mutucas no verdo como
fatores de risco para a LEB. O descarte do colostro de vacas positiva foi considerado
um fator de protecdo (KOBAYASHI et al., 2010).

Em provincias localizadas no Nordeste do Ir4, Mousavi et al., (2014)
pesquisando a LEB em um total de 429 amostras de sangue coletadas em laticinios
industriais, utilizando para diagnéstico o ELISA indireto, encontrou como resultado
que 109/429 (25,40%) foram soropositivo para o BLV.

Na Bulgaria, estudo realizado para determinar a evolucdo da infeccao
pelo BLV na populacdo bovina daquele pais, mostra incidéncia consideravel da
doenca no pais, variando de 8,49 % em 1997 a 22,26% em 2004. Nos outros anos
as prevaléncias encontradas foram de 18,48% em 1998, 9,47% em 1999, de 14,02%
em 2000, 11,84% em 2001, 10,94% em 2002 e 7,6% em 2003 (SANDEV et al.,
2006)

Na Turquia, Kale et al., (2007) em pesquisa com 109 animais, 65 vacas
foram soropositivos para leucose utilizando o teste de ELISA, onde a prevaléncia foi
de 59,6%. A prevaléncia em vacas de 12 lactacdo foi de 52,6% as vacas na 22
lactacdo apresentaram prevaléncia de 62,8%,em 32 lactacdo de 64,7%, em 42
lactacéo de 61,5%, e em 52 lactacéo a prevaléncia foi de 66,6%.

No Canada nas provincias de New Brunswick, Nova Scotia, e Prince
Edward Island, foi realizada uma pesquisa onde foram utilizados 30 rebanhos, sendo
selecionados aleatoriamente em cada rebanho 30 vacas. A pesquisa encontrou
prevaléncia em animais de 20,8% e em rebanho de 70,0% utilizando o teste de
ELISA para diagnostico da LEB (VANLEEUWEN et al., 2001).

Em outra provincia no Canada, Saskatchewan, foram coletados amostra

de 1.530 vacas leiteiras em 51 rebanhos para determinar a presenca de anticorpos
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contra o virus da leucose bovina, onde encontrou-se prevaléncia de 37,4% em
animais e 89,1% em rebanhos (VANLEEUWEN et al., 2005).

Informacdes sobre a situacédo epidemiolégica da LEB nos Estados Unidos
foram coletadas através do Monitoramento Nacional de Saude Animal (NAHMS)
realizado pelo Departamento de Agricultura (USDA) daquele pais. Este
levantamento realizado em 2007 revelou que 83,9% dos rebanhos leiteiros dos EUA
foram positivos para LEB, pesquisa esta realizada em tanque de capitacdo de leite
utilizando o teste de ELISA (RODRIGUES et al., 2011).

Em outros estudos realizados no mesmo pais, Burridge et al., (1981)
utilizando o teste IDGA, no estado na Flérida (EUA) encontrou prevaléncia de
47,8%. Kaneere et al., (1983) e Evermann et al., (1990) pesquisando a ocorréncia da
doenca nos EUA encontraram respectivamente prevaléncias de 30,0% e 12,50%.

Na América do Sul, na Colédmbia a prevaléncia encontrada foi de 43,9%
em animais e 55,23% em propriedades, estudo este realizado em 51 municipios das
regides de Sabana de Bogota, Valle de Chiquinquira e Valle de Ubaté (ALFONSO et
al., 1998).

Em Monteria, na provincia de Coérdoba na Coldémbia, um estudo foi
realizado com 137 amostras de vacas com histérico de infertilidade e em 26
amostras de touros pertencentes a 28 fazendas. As amostras foram testados para
determinar a presenca de anticorpos contra o virus da leucose bovina utilizando a
técnica ELISA. O resultado mostrou uma soroprevaléncia de 35/163 (21%) para
BLV. N&o houve associacao significativa das varidveis estudadas (raca, idade ou
estado reprodutivo dos animais) (p = 0,05) com a presenca de anticorpos contra o
virus da leucose bovina (BETANCUR & RODAS, 2008).

Benavides et al., (2013) em pesquisa realizada em San Juan de Pasto
capital do departamento de Narifio na Colémbia, encontrou prevaléncia da LEB de
19,83% em 242 amostras de vacas com idade superior a 24 meses provenientes de
sete rebanhos leiteiros.

Na Argentina na provincia de Pampa se analisou a presenca da LEB em
1.798 amostras de soro de vacas provenientes de 30 rebanhos. Os soros foram
analisados utilizando a técnica de IDGA, e a prevaléncia de rebanhos foi de 10% e a
populacional de 0,17% (RUBIANES, 2004).

Em outra pesquisa realizada em trés departamentos (Maraco, Realicé e

Chapaleufd) na zona norte da provincia de Pampa na Argentina, encontrou
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prevaléncia de 18,5% em 200 amostras provenientes de trés exploracoes leiteiras
(Baruta et al., 2012).

Jacobo, (2012) pesquisando a infeccéo pelo BLV em 528 fémeas bovinas
de acima dois anos em 28 rebanhos de sete departamentos da provincia de
Corrientes na Argentina (Capital, Curuzu Cuatia, Stoned, Goya, Itati, Monte Caseros
e San Cosme), 116 (21,9%) foram soropositivos pela técnica de imunodifusao gel de
agar (IDGA).

3.3.6.2 Situacéo da Leucose Enzoo6tica Bovina no Brasil

Diversos trabalhos no Brasil demonstram a presenca do VLB na
populacdo bovidea, principalmente com aptidao leiteira, encontrando prevaléncia
variada ao longo dos anos.

No Rio Grande do Sul em pesquisa realizada por Piosevan et al., (2013)
analisando um total de 6.092 amostras de soro bovino submetidas a técnica de
imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) para deteccao de anticorpos especificos contra
o virus da Leucose Enzodtica Bovina (BLV), 41,3% das amostras testadas
apresentaram anticorpos especificos contra o o BLV.

Frandoloso et al., (2008) pesquisando a prevaléncia da leucose em 26
propriedades leiteiras no Rio Grande do Sul, destas propriedades, 16/26 (61,5%)
apresentou pelo menos um animal reagente para a doenca. Para a deteccao de
anticorpos contra o BLV foi utilizado o teste de imunodifusdo em gel de Agar (IDGA).

Rocha et al., (2014) em estudo para identificar a prevaléncia da LEB em
rebanhos de 10 cidades da regido Sudoeste do Parana, das 1.706 amostras
sanguineas de bovinos analisadas 284 apresentaram anticorpos contra o Virus da
Leucose Bovina (VLB), o que significa uma prevaléncia de 16,64%.

Em estudo realizado por Barros Filho et al., (2010), de um total de 268
bovinos leiteiros das racas Holandesa Preta e Branca, Jersey, Pardo-Suico e
mesticos analisados na regido metropolitana de Curitiba, 151/268 (56,34%) reagiram
ao virus da leucose pela prova de IDGA. A maior soropositividade ocorreu em
animais mais velhos. Em animais com idade entre 36 e 60 meses das 63 amostras
testadas 38 (60,32%) reagiram positivas e em animais acima de 60 meses de idade
das 64 amostras, 56 (87,50%) foram positivas ao VLB.

Sponchiado, (2008) determinou a prevaléncia da Leucose Enzodtica

Bovina em 1089 amostras de 55 rebanhos bovinos da raca Holandesa Preta e
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Branca (HPB), distribuidas em 25 municipios do Estado do Parana. Dos rebanhos
estudados em 72,73% (40/55) foram encontrados animais soro-reagentes. Na
populacdo examinada 49,04% (534/1089) animais foram positivos para a doenca. A
maior prevaléncia foi encontrada em animais com idades superiores a sessenta
meses de idade (61,98%), havendo aumento gradativo e significativo a partir dos 12
meses.

Na regido Norte do estado do Parana, em uma avaliacdo com 624 soros
de animais produtores de leite tipo B, 254/624 (40,7%) dos animais testados para
LEB foram positivos, distribuidos em 23/23 (100%) propriedades (LEUZZI JUNIOR et
al., 2003).

Em Santa Catarina, nas regides Sul, Serra, Oeste e Norte do Estado em
uma pesquisa com 454 amostras de sangue de bovinos leiteiros de 31 propriedades
e quatro bufalos, utilizando o teste de imunodifusdo em gel de &agar (IDGA), os
resultados obtidos demonstraram que 42% (191/454) dos soros dos bovinos
analisados eram positivos, e 67,74% (21/31) das propriedades continham animais
positivos, nenhum soro bubalino foi reagente (RODAKIEWICZ, 2013).

Luders, (2001) no municipio de Mafra no estado de Santa Catarina,
pesquisando a prevaléncia de anticorpos contra o VLB, em 129 propriedades
testadas, 14 (10,85%) foram consideradas positivas. Das amostras testadas, 19/250
(7,6%) apresentaram anticorpos contra o VLB.

Birgel Junior et al., (2006) pesquisando a taxa de prevaléncia de
anticorpos séricos antivirus da Leucose em 476 bovinos, da raca Simental no Estado
de Sédo Paulo por meio da prova de imunodifusdo em &gar gel, utilizando-se o
antigeno glicoprotéico (gp 51) encontrou uma taxa de prevaléncia de 9,24 %
(44/476), sendo que 85,7% (6/7) dos rebanhos avaliados apresentaram animais
sororeagentes. A estratificacdo da populacdo em faixas etarias demonstrou uma
maior prevaléncia em animais mais idosos. Em animais de 24 a 48 meses 9,78%
(9/92) foram reagentes; na faixa etaria de 48 a 72 meses 13,52% (12/51) e em
animais com mais de 72 meses de idade 32,72% (18/55) apresentaram anticorpos
Séricos.

Megid et al., (2003), utilizando 1193 amostras de sangue bovino foram
proveniente de 65 propriedades pertencentes a Microrregido da Serra de Botucatu -

SP. Todos os 1193 animais avaliados eram adultos sendo 1177 fémeas e 16
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machos. Apenas em uma propriedade n&o foi encontrada animais sororreagentes
para doenca, e a prevaléncia total de animais positivos foi de 52%.

O professor Dr. Eduardo Harry Birgel € um dos maiores pesquisadores da
Leucose no pais, possuindo varias publicacfes a cerca do tema e colaborando em
muitas outras pesquisas. Entre suas principais pesquisas a cerca da prevaléncia da
leucose podemos destacar estudo realisado em S&o Paulo, encontrou prevaléncia
de 53,8% (157/292) de animais soro-reagentes, analisando 292 amostras de soro
sanguineo de bovinos adultos de aptidao leiteira utilizando a técnica de IDGA (Birgel
et al., 1983).

Em outro estudo realizado no mesmo Estado e pelo mesmo autor, com
462 amostras de soro sanguineo pertencente a animais proveniente de propriedades
produtoras de leite tipo B, 243 (52,6%) animais foram soro-reagentes (BIRGEL et
al.,1988). No mesmo ano, em outra pesquisa, Birgel et al., (1988) encontrou
prevaléncia de 44,9%, onde 774 dos 1722 soros de animais testado pela técnica de
IDGA foram positivos.

Pesquisa realizado em Sao Paulo por Birgel et al., (1991), encontrou
prevaléncia de 42,9% em bovinos leiteiros da raca Holandesa. Em outra pesquisa
realizado por Birgel et al., (1994) com bovinos da raga Nelore no estado de Sé&o
Paulo a prevaléncia encontrada foi de 4,15% (20/482) submetidos ao exame
soroldgico pelo IDGA.

Em Minas Gerais, em estudo para determinaram a prevaléncia da LEB de
bovinos em diferentes idades e aptid6es com amostra proveniente de 23 fazendas
foi observando uma prevaléncia de 38,7% de animais positivos no sistema de
producdo de leite tipo C e 56,8% em sistemas de producao de leite tipo A/B, em
animais de corte a frequéncia geral foi de 2,5%. Sendo as frequiéncias mais altas em
animais com idade igual ou superior a 30 meses, fato este, que ocorreu em todos 0s
sistemas de producdo (CAMARGOS et al., 2002).

No mesmo Estado, pesquisa realizada em 10 propriedades leiteiras com
bdfalas da raca Murrah, criadas sob manejo semi-intensivo, utilizando o teste de
imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) para testar 670 amostras, todos 0s animais
testados mostraram resultados negativos (RAJAO et al.; 2010).

Pesquisa realizada em trés microrregides (Araxa, Frutal e Uberaba) do
Tridngulo Mineiro para a avaliacdo soroepidemiolégica da doenca, foram testadas

853 amostras de soro de fémeas bovinos, mesticas, com idade superior a 24 meses
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por meio da prova de Imunodifusdo em Gel de Agar. Das 853 amostras analisadas,
19,1% apresentaram anticorpos antivirus da LEB e em 79,5% das propriedades
continha pelo menos uma amostra positiva (MACEDO et al., 2013).

No Estado do Espirito Santo, Starling et al., (2013) avaliando a
soroprevaléncia da leucose no rebanho bovino leiteiro do municipio de Alegre
utilizando o teste de IDGA, encontrou que 114/409 (27,9%) das amostras testadas
foram soro-reagentes, estas presentes em 87% das propriedades.

No Rio de Janeiro, pesquisas do inicio da década de 80 realizadas por
(ROMERO & ROWE, 1981) e (CUNHA et al., 1982) encontraram prevaléncias de
53,3% (769/1444) em rebanho leiteiro e 26,9% (201/746) em rebanho mestico de
holandés respectivamente, utilizando o teste de IDGA.

No Norte Fluminense, estudo realizado na regido utilizou 734 amostras de
soro sanguineo bovino, utilizando-se o teste de imunodifusdo em gel de &gar
(IDGA). Das 734 amostras analisadas, 127 (17,30%) foram positivas ao virus da
leucose (BIANCHI, 2003).

Em outra pesquisa na regido Centro-Oeste, realizada por Andrade e
Almeida (1991) no estado do Goias, com 670 amostras de soros sanguineos de
bovinos provenientes de 55 propriedades localizadas em 18 municipios, teve 46%
de reagentes positivos para a raca Holandesa, 36,5% para mesticos Holandés/Zebu,
39,1% para o gado comum, 25% para Gir e 13,2% para o Nelore, ndo sendo
encontrados animais reagentes da raca Simental e Caracu.

Estudo realizado em 15 municipios na regido Norte do Estado do
Tocantins por Fernandes et al., (2009), para determinar a soroprevaléncia da LEB,
utilizando o teste de IDGA encontrou uma prevaléncia de 37% (326/881) em animais
e na ampla maioria dos rebanhos examinados 94,7% (36/38) possuiam animais
sororeagentes para a doenca.

A ocorréncia da infeccao pelo Virus da Leucose foi estuda por Molnéar et
al., (1999) no Estado do Para, através do método de imunodifusdo em agar-gel
(IDGA) e por ELISA indireto, onde a prevaléncia observada foi de 49,8% (359/721)
no ELISA e 26,0% (174/668) no IDGA.

Na mesma regido, no Estado do Amazonas pesquisa realizada em 661
amostras de soro sangiineo, colhidas em 16 rebanhos leiteiros criados em quatro
municipios da Microrregido de Manaus utilizando o teste de IDGA encontrou

prevaléncia de na populacdo examinada igual a 8,9% (59/661) (CARNEIRO et al.,
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2003). No Acre e Roraima foram encontradas prevaléncias de 9,7% e 23,0%
respectivamente (ABREU et al.,1990).

Em estudo realizado por Pinheiro Junior, (2013) em Alagoas foram
examinados 17 rebanhos, com um total de 341 animais, distribuidos em oito
municipios. Das 341 amostras analisadas, 95 (27,8%) foram positivas e 0 niumero de
focos constatados foi de 12 (70,6%). Os exames foram realizados utilizando a
técnica de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA).

No Estado da Bahia, comparando a eficiéncia de trés provas sorolégicas
para deteccdo de anticorpos anti-Virus da LEB, o teste de ELISA, prova de
Imunodifusédo (IDGA)/gp51 importado e a IDGA/gp 51 produzido pelo Instituto de
Tecnologia do Parana - TECPAR. Foram utilizados amostras de soro bovinos de
provenientes de 13 propriedades, totalizando 796 animais. A infeccédo pelo VLB foi
detectada em todos os rebanhos, com taxa de prevaléncia de 41,0% (MATOS et al.,
2005).

SARDI et al., (2002), no mesmo Estado através de uma amostragem
sorologica de 187 bovinos de 1 a 4 anos utilizando a técnica de ELISA , mostraram
que, dos 187 soro, somente 14 foram positivos (7,5%).

Santos et al.,, (2013) utilizando amostras de 19 rebanhos leiteiros
distribuidos em 15 municipios da microrregido de Garanhus - PE, das 449 amostras
submetidas a técnica de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) constatou-se uma
prevaléncia de 20,7% e 63,2% de focos para infeccdo pelo virus da LEB. Na andlise
de regresséo logistica observou-se como fator de risco: sistema de criagcdo intensivo,
realizacdo de exame de palpacdo e manejo dos tratadores.

Mendes et al., (2011) no Estado Pernambuco, estudando em 15 rebanhos
a interconrréncia entre Leucose e Tuberculose, encontrou as prevaléncia de 32,2%
(213/662) e 14,1% (86/612) respectivamente. A prova soroldgica utilizada para
deteccgéo da Leucose foi a imunodifusdo em gel de Agar.

Em pesquisa realizada por Galindo et al.,, (2013) em Sergipe com 11
propriedade nas trés mesorregides que compdem o Estado utilizando 301 amostras,
destas, 38/301 (12,62%) foram positivos e 263/301 (87,38%) soronegativos. Sete
(63,63%) das 11 propriedades possuia pelo menos um animal positivo.

Silva, (2001) no Piaui, pesquisou a prevaléncia de anticorpos séricos anti-
virus da LEB em 1.182 amostras provenientes de seis rebanhos mesticos de

holandés/zebu e 794 amostras provenientes de animais da raca Pé-duro de cinco
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municipios. A prevaléncia global encontrada foi de 16,9% (333/1976), em animais
mesticos de Holandés/zebu a prevaléncia foi de 26,39 (312/1182) e em animas da

raca Pé duro a prevaléncia encontrada foi de 2,64% (21/794).

3.3.6.3 Situacédo da Leucose Enzootica Bovina no Maranhé&o

No Maranhdo, um estudo foi realizado em 92 propriedades leiteiras,
pertencentes a 23 municipios, localizados nas principais bacias leiteiras do Estado
(Acailandia, Bacabal, llha de Séo Luis, Imperatriz e Pedreiras). Das 920 amostras de
soro analisadas, 53,80% foram reagentes a LEB. Nas bacias leiteiras obtiveram-se
frequéncias de 63,50%, 61,87%, 60,62%, 41,18% e 30,83%, para Bacabal, ilha de
Sao Luis, Pedreiras, Imperatriz e Acailandia, respectivamente. Em todos os 23
municipios amostrados foram encontrados animais reagentes, com deteccéo de pelo
menos um bovino sorologicamente positivo e o numero de focos foi de 98,91%. A
técnica utilizada na pesquisa para detecc¢do da doenca foi o IDGA. Dentre os fatores
de risco encontrado na pesquisa destaca-se: o uso da mesma agulha para colheita
de sangue ou vacinacao, uso da mesma luva obstétrica em mais de um animal, a
estabulacdo dos animais e a auséncia de assisténcia veterindria (SANTOS et al.,
2011).

Chaves et al., (2012) encontrou prevaléncias de 4,21% (10/232) e 5,18%
(12/232) respectivamente para Leucose e Brucelose em budfalos estudando a
intercorréncia entre as duas doencas nesta espécie. Para diagnostico da leucose
enzodtica foi utilizado a técnica de imunodifusdo dupla em gel de agar e para
brucelose o teste do antigeno acidificado tamponado, seguida pelos testes
confirmatorios do 2-mercaptoetanol e soroaglutinagéo.

No mesmo Estado, foram coletadas 160 amostras em 16 propriedades na
bacia leiteira de Pedreiras para determinar a frequéncia de anticorpos contra a
leucose utilizando o teste de IDGA. A frequéncia dos animais positivos foi de 60,62%
(97/160) e como fator de risco o uso repetitivo da mesma agulha contribui para
disseminagéo da doenca (OLIVEIRA et al., 2013).

Soares et al., (2013), na baixada maranhense em pesquisa utilizando 360
amostras de sangue coletadas de bufalos machos e fémeas, com idade igual e
superior a 12 meses de idade, destas, 14,28% das amostras reagiram ao teste
Imunodifusdo em Gel de Agar, onde a faixa etaria que mais ocorreu reacdo foi a de

24 meses de idade.



36

3.4 Patogenia

Apoés o VLB entrar no organismo do hospedeiro, a infeccéo tem inicio pela
interacdo da glicoproteina do envelope viral a um receptor da superficie celular. Esta
etapa é mediada pelas glicoproteinas gp51 e gp30 presentes na superficie do
envelope viral que ira interagir com a membrana da célula-alvo através de
receptores especificos. (MEIRELLES-BARTOLI, 2013).

O BLYV infecta principalmente linfocitos B, nos quais produz uma infeccéo
persistente, embora também possa infectar linfocitos T. Na maioria das vezes, a
infeccdo pelo BLV é assintomética, e o reconhecimento dos animais positivos
somente € possivel pela realizacdo de testes soroldgicos (RAVAZZOLO & COSTA,
2007).

Uma vez infectados os animais tornam-se portadores do agente pelo
resto da vida. Entre os animais infectados, aproximadamente 30% desenvolvem
uma linfocitose persistente, sem a manifestacdo de quaisquer sinais clinicos. A
enfermidade (denominada leucose) caracteriza-se pela producdo de tumores de
origem linféide, como linfossarcomas ou linfomas malignos, em diversos 6rgaos
(RADOSTITS et al., 2002).

3.5 Resposta imunoldgica

Animais com Linfocitose Persistente (LP) e animais com tumores
apresentam resposta imune celular e humoral diminuidas. As hip6teses elaboradas
para explicar a menor proliferacdo destas células seriam de que certas proteinas
retrovirais seriam imunossupressivas e/ou que niveis elevados de interleucina (IL-
10), observados em animais com Linfocitose Persistente teriam efeitos inibitorios nas
funcdes das células T auxiliares e também provocariam uma alteracdo na relacdo
linfécitos B e T (MEIRELLES-BARTOLLI, 2013).

Azedo et al., (2011) fazendo uma avaliacdo funcional de mondcitos de
bovinos infectados pelo virus da leucose enzoodtica bovina (LEB), encontrou
resultados que indicam que o virus da LEB, apesar de infectar linfocitos B, altera
funcionalmente o0s monocitos circulantes em bovinos que manifestam LP.
Concluindo que bovinos naturalmente infectados pelo BLV, e que manifestam LP,

apresentam alteracdes na atividade fagocitica e no metabolismo oxidativo de células



37

da linhagem mondcito-macrofago, demonstrando que esses animais possuiam uma

vulnerabilidade funcional.

3.6 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos sdo variaveis e estédo relacionados com os érgaos e
tecidos afetados pelos tumores. Perda de peso, agalactia, linfoadenopatia (aumento
de volume), anorexia, paralisia/paresia do posterior, febre, exoftalmia, dificuldade
respiratoria, obstrucdo intestinal e anormalidade no miocardio sdo alguns sinais da
doenca. Podem apresentar-se massas tumorais de aspecto firme e coloragéo branca
em qualquer Orgdo, mais principalmente no coracdo, rins, intestinos, abomaso,
medula espinhal e Gtero. Pode ocorrer o aumento dos linfonodos superficiais, sendo
mais comum na regido retrolbulbar, onde causa exofitalmia uni ou bilateral, mas esta
hiperplasia pode também ocorrer apenas em tecidos linféides viscerais. Os
principais achados de necropsia incluem o aumento generalizado dos linfonodos,
tanto os superficiais como internos (BRAGA et al., 1998; LEITE et al., 2001; LEUZZI
JUNIOR et al., 2001; RAVAZZOLO & COSTA, 2007).

Silva Filho et al.,, (2011) investigou os sinais clinicos, laboratoriais e
resultados de patologia em 24 bovinos com leucose enzodtica bovina atendidos na
Clinica de Garanhuns, na Universidade Federal Rural de Pernambuco. Todos os
animais apresentaram linfonodos superficiais dilatados. Outros sinais clinicos
observados com frequéncia foram hiporexia, diminuicdo producéo de leite, perda de
peso progressiva, desidratacdo, hipomotilidade dos pré - estdmagos e fezes
escassas.

Exoftalmia, dispneia e Utero aumentado foram observados com menos
frequéncia. Em testes laboratoriais foram observados leucocitose média de (34.082
leucécitos/microlitro) com linfocitose (21.814linfocitos/mL) e neutrofilia (10.906
linfocitos / mL). Treze bovinos foram necropsiados e 11 foram abatidos. Foram
observadas lesdes macroscoépicas nos linfonodos superficiais de todos os animais
necropsiados. Seis tinham lesdes nos nodulos linfaticos mesentéricos, seis no
intestino, trés no abomaso, dois no Gtero, um no coracdo, um no rdmen, um No
coracdo e um no figado.

Figuera & Barros, (2004) relatam em seu artigo um caso de linfossarcoma
intracerebral em uma vaca holandesa de 2 anos de idade soropositivo para o virus

da leucose bovina e que apresentou como sintomas cegueira, embotamento e
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anosmia por duas semanas. Na necropsia foram observados tumores caracterizados
por massas branco-amareladas e macias em varios 6rgéos, incluindo linfonodos,
baco, rim, figado, intestino e Utero. No hemisfério direito do telencéfalo, havia uma
massa arredondada, macia, circunscrita, branco-résea com 5,0 x 5,0 x 4,5 cm
envolvendo os lobos parietal, temporal e occipital. Histologicamente, os mdultiplos
tumores tinham o mesmo aspecto e consistiam de pequenos linfécitos neoplasicos

com baixa atipia e estroma escasso.

3.7 Diagnostico

O diagnostico clinico é realizado através da observagcédo dos sinais, que
no caso da Leucose ndo sdo patognomonicos para a doenca. Neste caso, duas
condicBes distintas devem ser consideradas no diagnostico da LEB: o diagndstico da
enfermidade (leucose ou linfossarcoma) e o diagnostico da infeccao (RAVAZZOLO
& COSTA, 2007).

A suspeita da doenca clinica, pela observacdo dos sinais deve ser
confirmada por exames histopatoldgicos, soroldgicos e identificacdo do agente. As
técnicas mais comumente utilizadas sao a imunodifusdo em gel agar (IDGA) e o
ensaio imunoenzimético (ELISA), mais o radioimunoensaio (RIA), a reacdo em
cadeia de polimerase (PCR), o cultivo de células mononucleares sanguineas
periféricas e a deteccdo do DNA proviral por meio de microscopia eletrénica podem
ser utilizados para o diagnostico da doenca (LEUZZI JUNIOR et al., 2001; OIE,
2012).

O diagnéstico da LEB é fundamental para o controle e a posterior
erradicacdo da doenca e kits de diagndsticos soroldgicos (IDGA e ELISA) estédo
disponiveis comercialmente em todo o mundo. A utilizacdo do teste de IDGA tornou-
se obrigatdria na importacdo e exportagcdo de gado, sendo adotada como teste
oficial de diagnostico da Leucose Enzootica dos bovinos pela Comunidade
Econbémica Europeia (MILLER, 1980; OIE, 2012).

3.7.1 Radioimunoensaio (RIA)

A técnica baseia-se na competicdo de um antigeno presente na amostra
em analise com um antigeno marcado com isétopo radioativo pelo mesmo anticorpo.
A concentracdo do antigeno em analise sera inversamente proporcional a radiacao

emitida. Trata-se de uma técnica com alta especificidade e sensibilidade, porém com
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elevado custo e grande risco operacional por manipular material radioativo. O
Radioimunoensaio € um teste muito sensivel, e tem como fundamento detectar
anticorpos, porém €& necessaria a Uutilizacdo de equipamentos altamente

especializados, 0 que torna este tipo de teste dispendioso (SANTOS, 2009).

3.7.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

O teste de “ELISA” (do inglés “Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay)
se baseia reacdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacfes enzimaticas.
Nesse método, uma enzima reage com um substrato incolor para produzir um
produto colorido, é covalentemente ligada a um anticorpo especifico que reconhece
um antigeno alvo. Se o0 antigeno estiver presente, 0 complexo anticorpo-enzima ira
ligar-se a ele e a enzima catalisara a reacédo, a presenca de produto colorido indica a
presenca de antigeno (OIE, 2012).

O teste pode ser utilizado para o diagnostico da Leucose. O método
possui alta sensibilidade, aceitavel especificidade, aliada a praticidade e rapidez da
técnica. Para o diagnostico pode ser utilizado amostras de sangue ou leite (CARLI et
al., 1993).

3.7.3 Reacéo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica usada para amplificacdo in vitro de fragmentos de
genomas selecionados, resultando na amplificacdo dessas sequencias em poucas
horas. A utilizacdo da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para detectar o pro-
virus do BLV tem sido descrita por diversos trabalhos. Primers construidos para
coincidir com as regides gag, pol e env do genoma tém sido usados com sucesso
variavel (CAMARGOS, 2001).

A Nested PCR aliada a eletroforese tem sido o método mais sensivel para
a deteccdo do virus Este método utiliza a sequencia do gene “env’ que codifica a
gp51. Este gene é altamente conservado, e tanto o gene como 0 antigeno estéo
geralmente presente em todos os animais infectados e em todo o curso da infeccéo.
A PCR pode ser usada principalmente como um complemento para sorologia, como
teste de confirmacéo (OIE, 2012; DIAS et al., 2012).

A deteccdo da infeccdo do BLV pela técnica de PCR pode ser Gtil nas
seguintes circunstancias: bezerros jovens com anticorpos do colostro; casos de

tumor, para a diferenciacdo entre linfoma esporadico e infeccioso; tecidos do tumor a
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partir de casos suspeitos recolhidos em matadouros; novas infecgbes antes do
desenvolvimento de anticorpos contra o virus da leucose bovina; casos com
resultado fraco positivo ou incerto nos testes de ELISA e IDGA; no rastreio
sistematico do gado em estacOes de teste de progénie (antes da sua introducdo em
centros de inseminacao artificial) e gado usado para a producdo de vacinas,
garantindo que eles estejam livres do BLV (CAMARGOS, 2001; OIE, 201; DIAS et
al. 2012;).

3.7.4 Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA)

O primeiro teste sorolégico empregado para diagnostico da infeccao para
o BLV foi a imunodifusdo em gel de Agar (IDGA), utilizando a proteina do capsideo
(p24) como antigeno (RAVAZZOLO & COSTA, 2007). Porem, Miller E Van Der
Maaten, (1976) utlizaram a glicoproteina principal do envelope (gp51) no
desenvolvimento do teste de imunodifusdo (IDGA) permitindo um aumento da
sensibilidade do teste (LEUZZI JUNIOR et al., 2001).

Desta forma, os testes de IDGA atuais utilizam a glicoproteina gp51 ou
uma combinacdo de gp51 e p24 como antigeno. A simplicidade, praticidade e custo
baixo fizeram com que o teste de IDGA fosse aceito rapidamente em todo o mundo,
tornando-se o teste oficial para deteccéo de anticorpos anti-BLV.

Pontos negativos podem ser observados neste teste como a baixa
sensibilidade de detectar animais com baixos titulos de anticorpos, animais
infectados recentemente; vacas gestantes proximos de trés semanas que

antecedem o parto; vaca a duas semanas de puerpério (OIE, 2012).

3.8 Controle, Profilaxia e Erradicacao

N&o existe uma vacina, nem tratamento efetivo, para a protecdo dos
animais. Como consequéncia a doenca s6 pode ser combatida com medidas para
prevenir, controlar ou erradicar. Apesar disso, o controle da doenca é dificil devido a
sua grande disseminacdo no rebanho nacional, principalmente nos rebanhos
leiteiros (LEITE et al., 2001).

A doenca tem uma evolucédo cronica apresentando um grande namero de
animais assintomaticos. O fato de no Pais ndo haver um programa de controle oficial
dificulta o controle e posterior erradicagéo da doenca (LEUZZI JUNIOR et al., 2001,
MEIRELLES-BARTOLI, 2013).
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Como medidas de controle e prevencdo, sugeridos por Ferrer et
al.,(1993); Braga et al., (1998), Leite et al., (2001); Ravazzolo & Costa, (2007);
Rodrigues et al., (2011); Meirelles-Bartoli., (2013); podemos citar:

a) utilizacdo de agulhas estéreis individuais e descartaveis para
procedimentos profilaticos, clinicos e terapéuticos (aplicagcdo de vacinas,
antiparasitarios, outros medicamentos, anestésicos e coleta de sangue);

b) utilizacdo de luvas de palpacao individuais para cada animal;

c) utilizacdo de dispositivos de descorna elétricos ou a gas, em vez de
equipamento cortante;

d) lavagem e desinfecgéo de instrumentos cirtrgicos ou de procedimentos
potencialmente contaminados com sangue de animal infectado;

f) realizar sorologia em todo o rebanho para definir a situacao sanitaria;

g) eliminar os animais positivos;

h) adocdo de um programa de controle de insetos hematéfagos nas
regides em que ha necessidade;

k) uso de inseminacéo artificial quando possivel, evitando a transmissao
de linfocitos infectados através da monta natural;

l) separagédo dos bezerros filhos de maes positivas, nao permitindo que
entrem em contato com animais negativos até que sua condi¢cdo sorolégica para o
BLV possa ser definida;

m) manter na propriedade um banco de colostro, fazendo tratamento
térmico do mesmo a 60°C por 60 minutos.

n) bezerro(a)s filhos de vacas positivas devem ser alimentadas com
colostro e/ou leite de vacas sabidamente negativa;

0) segregacdo dos animais em grupos de positivos e negativos, 0s
animais negativos devem ser manejados antes;

p) evitar a introducdo de animais infectados.

g0 Se houver a aquisicdo de bovinos provenientes de rebanho
soronegativo, mante-los separados do restante do rebanho por 30 dias e testa-los
antes da entrada e ao final do periodo de isolamento.

r) Se forem provenientes de rebanho soropositivo, manté-los isolados por
trés meses e em seguida testa-los, antes de introduzir ao rebanho;

Braga et al., (1997) avaliando a adocéo de trés alternativas de controle da

infeccdo pelo BLV (eliminacdo, segregacdo e manejo misto) sugere que a
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“eliminagdo” de animais positivos € 0 meio mais eficaz para diminuicdo imediata da
incidéncia da doenga no rebanho. A “segregacdo” também se mostrou util em
comparagao com o “manejo misto” que obteve resultados muito variados indicando
gue esse tipo de controle necessita de um tempo maior para alcancar os objetivos.

Em estudo realizado no Japéo, avaliou-se o efeito do congelamento do
colostro como tratamento para prevenir a transmissao do Virus da Leucose Bovina.
Este bioensaio utilizou colostro de uma vaca positiva para leucose, onde dois litros
de colostro foram separados para os dois tratamentos de inoculacéo, isto é, com e
sem congelamento. Para o tratamento de congelamento, o colostro foi congelado a -
25°C durante uma noite e em seguida descongelado. Um litro de colostro de cada
um dos dois tratamentos foi centrifugado a 2,800xg durante 15min para remover a
nata.

Em seguida, a fase aquosa e 0s sedimentos foram suspensos e
centrifugados a 2,800rpm durante mais 15 minutos. As “pelotas” foram suspensos
com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) e lavou-se uma vez através da
centrifugacéo. As “pelotas” de células foram ressuspensas com PBS e foram depois
utilizadas para inoculagao intraperitonea em duas ovelhas. A ovelha n°163 testou
positivo para o BLV trés semanas apés a inoculacédo, utilizando o PCR e foi positivo
apos a 52 semana com o IDGA, enquanto que a ovelha n° 164 que foi inoculado com
células a parti do colostro tratado com tratamento térmico manteve-se negativa para
o BLV em todos os testes até nove semanas ap0s a inoculacdo. Os resultados do
estudo indicam que o colostro deve ser congelado como uma alternativa util para
inativar a infectividade de linfécitos BLV-infectados (KANNO et al., 2014).

Na Croacia, estudo realizado por Lojki¢ et al., (2013) descreve o processo
de erradicacdo da LEB em uma fazenda apds a reintegracdo em territorio croata
apos a guerra. De 1998 a 2008, amostras de sangue de uma fazenda localizada na
parte norte oriental da Croacia foram testados sorologicamente usando IDGA e
ELISA. Em 2002, 2003 e 2004, 37%, 22% e 10% dos animais eram sorologicamente
positivos respectivamente. ApOs as etapas iniciais de erradicagdo a doenca
reapareceu em 2008, quando todas as amostras de sangue examinadas reagiram
positivamente em BLV- especifico no nested-PCR. No final de 2010, depois de um
programa de erradicacdo ampla, que incluiu a implementagcao regular do teste de
ELISA em conjunto com o PCR para deteccao de animais positivos, a fazenda

obteve o status de "livre de BLV".
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Rodrigues et al.,, (2011), propbe trés abordagens diferentes para o

controle e erradicacdo da doenca destacando suas vantagens e desvantagens na

implantacédo (Quadro 1).

Quadro 1. Abordagens disponivel para erradicacao, controle e prevencao

da Leucose Enzodtica Bovina.

Base do programa

Abordagem de controle Vantagens Desvantagens
Alto custo proibitivo ou/e
Eficiente impratjcé_veis depencien(_jo
dos niveis de prevaléncia
Identificar os inicial principalmente com a
Teste e animais positivos e | R€QUer o minimo de | . o cidade de vigilancia
Eliminagéo descarta-los Investimento em constante
enviado para abate instalacoes
A propriedade o I
podera esta livre do Requer polltlcqs oficiais para
BLV em um periodo ser bem s_ucedld_o (programa
relativamente curto de sanidade instalado)
Necessidades estruturais,
alojamento e pastagens para
Detectar 'efisotlacri 0s o rebanho infectado e ndo
animais intectados infectado.
em rebanhos NA&O precisa T
separados descgrtar . Aum_ento~dos custos dE\fldO a
duplicacéo das instalacdes e
Teste e consequentemente equipamentos de manejo
Segregagao Gerenciar neo © necessaria a Requer vigilancia permanente
separadamente os | Substituicao dos
rebanhos animais positivos _ _
infectados e ndo Necessidade de compromisso
infectados na ao longo prazo em programas
mesma sanitarios
propriedade
Requer a estrita e rigorosa
Custo-beneficio observéncia das medidas de
biosseguranga
Adotar medidas de implementadas
biosseguranca e de | REQUErapenaso |\ osijade de COMPromisso
Ad Tegt(:,' e gestdo para invesrzxanr]\?o om | 20 longo prazo em programas
ministracao minimizar a _ " itari
(Gest&o) exposicdo de instalacdes saniarios

animais ao agente
infecciosa

N&o precisa a
substituicdo animais

Susceptivel a fatores
ambientais

Necessidades de uma
formacéo e capacitacdo
adequada de pessoal

Fonte: adaptado (RODRIGUES et al., 2011)
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3.9 Importancia Econdmica

A preocupacdo com os aspectos econdémicos da LEB teve inicio na
Europa logo apds a Il grande guerra, devido o grande aumento do numero de
linfossarcoma em bovino detectado em matadouros. Devido a isso, houve a
implementagcdo em 1953, na Alemanha, do primeiro programa oficial de controle
desta enfermidade (MEIRELLES-BARTOLI, 2013).

Os prejuizos com LEB vao além do descarte dos animais que apresentam
linfossarcomas. Compreendem também restricbes e imposicdo de barreiras
internacionais ao comeércio de animais, sémen e embriées de animais soropositivos;
a diminuicédo da produgéo de leite e da gordura do leite, a condenacfes de carcacas
em abatedouros, gastos com medicamentos, atendimento veterinario (OIE, 2012).
Em rebanhos leiteiros severamente afetados, a mortalidade anual chega a 2%,
podendo atingir até 5% (RADOSTITIS et al., 2002).

Em animais soropositivos, no Brasil, foi observada, uma diminuicdo na
producao leiteira de 11% em relacdo aos animais nao reagentes (D’ANGELINO et
al., 1991). Em outro estudo, nos EUA, realizado com vacas soro-positivas e com LP,
concluiu-se que ocorreu uma diminuicdo na producédo de leite e uma diminui¢cédo
equivalente na producdo do nivel de gordura no leite desses animais (POLLARI et
al., 1992).

Em estudo realizado por Rajéo et al., (2014) para avaliar os efeitos da
infeccdo pelo virus da leucose bovina (VLB) na producdo de vacas leiteiras no
Brasil, demonstrou que vacas infectadas com o VLB apresentaram producao de leite
inferior que de vacas nao infectadas, tanto puras como mesticas. Porem ndao houve
diferenca na producéo de leite de vacas positivas com e sem linfocitose persistente.
Os resultados do estudo indicam que h& uma associacéo entre a infec¢do pelo VLB
com a queda na producéo de leite.

Kale et al., (2007) na Turquia, realizou um estudo para avaliar 12
parametros de producdo e reproducdo, onde nao encontrou diferenca significativa
entre o grupo de vacas BLV - soropositivas e BLV - soronegativas.

A associagao entre bovinos expostos ao BLV e produtividade do rebanho
foi estudada por Ott et al., (2003). Os resultados deste estudo mostram que 0s
rebanhos com animais positivos produziam 218 kg de leite menos por vaca/ano
comparado a aqueles rebanhos com vacas negativas. A redu¢cdo média da VAP

(valor anual de producao) foi de $59 por vaca em rebanhos positivos em relacao a
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rebanhos negativos. Para a industria de laticinios como um todo a soropositividade
do BLV em rebanhos foi associada com perdas para produtores de $ 285.000.000 e

$ 240.000.000 para os consumidores.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Regido Estudada

O Maranhéo esta localizado na Regiao Nordeste do Brasil, ocupando uma
area de 331 935,507 km?, sendo o segundo maior estado da regido e o oitavo maior
estado do Brasil (IBGE, 2011). O rebanho bovino maranhense superou em 2013 a
marca de 7,3 milhdes de cabeca, ocupando o posto de segundo maior rebanho do
Nordeste superado apenas pelo o Estado da Bahia (BRASIL, 2014).

Legenda:

-Codod

- Timbiras

- Coroata

- 840 Mateus

- Alto Alegre do Maranhéao
- Peritoré

N
0 75 150 300 Km
[ l | | | A

Figura 3. Mapa politico do Maranhdo com destaque para os municipios da Regional
de Codd — MA, 2014.
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A area do estudo localiza-se na mesorregido dos Cocais Maranhenses,
na bacia leiteira do Rio Itapecuri na Regional de Codd. A regional de Codo é
composta pelos municipios de Codo, Timbiras, Coroata, Peritord, Alto Alegre do
Maranhdo e Sdo Mateus, este Ultimo, ndo participou da pesquisa por nao possuir

propriedades leiteiras cadastradas no servico oficial (AGED-MA, 2012).

4.2 Definicdo da Amostra

Para determinar o numero de rebanhos a serem amostrados, utilizou-se a
formula de Triola, (1999) e Callegari & Jacques, (2007). Onde: N = tamanho da
populacdo; Eo = erro amostral toleravel; ny = primeira aproximagédo do tamanho da
amostra e n = tamanho da amostra. Foram utilizados dados cadastrais da Agencia
de defesa Agropecuaria do Maranhdo (AGED — MA) da Il etapa de vacinacéo contra

febre aftosa do ano de 2012.

N = tamanho da populac¢ao; 1

E, = erro amostral toleravel; Ng =

n, = primeira aproximacgao do E2
0

tamanho da amostra;
n = tamanho da amostra

Erro amostral: 5%;

N.n
Grau de confianga: 95 %; n S

N + ng

Considerando um total de 42 propriedades, um erro amostral de 5% e o
grau de confianca de 95 % obteve-se um n = 38. Distribuidos proporcionalmente em
relacdo a quantidade de rebanhos leiteiros que cada municipio contém.

o N.n, _ _42.400 _ g

N + ng 42 + 400
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A amostragem inicial era de 38 rebanhos com 10 amostras por rebanho,
totalizando 380 amostras. Ao iniciar as visitas prévias das propriedades
selecionadas, constatou-se uma diminui¢do do numero de propriedades com aptiddo
leiteira na &rea estudada em relacdo ao informado ao servico defesa oficial do
Estado. Essa diminuicdo do niamero de rebanhos amostrados foi compensada pelo o
aumento do numero de amostras por rebanho, que passou de 10 para 12 amostras

por rebanho, fazendo um total de 396 amostras, como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Niumero de rebanhos e animais amostrados por municipio na Regional de
Codo6 — MA, 2014

Municipios N° Rebanhos N°® Amostras
Alto Alegre do Maranhao 7 84
Codo 10 120
Coroata 7 84
Peritoro 6 72
Timbiras 3 36
Total 33 396

Os animais foram selecionados pelo método de amostragem aleatéria
simples com a seguinte estratificacdo: trés novilhas de 12 a 36 meses de idade, seis
vacas com idade entre 36 a 84 meses, duas vacas acima de 84 meses e um
reprodutor. (Tabela 2)

Tabela 2. Distribuicdo do nimero de amostra por faixa etaria na Regional de Codo6 —
MA, 2014

Faixa Etaria M F Total
<36 m 6 99 105
36-72 25 198 223

>72 2 66 68

Total 33 363 396
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4.3 Coleta das Amostras

As coletas das amostras foram realizadas no periodo de setembro de
2013 a maio de 2014. As amostras de sangue dos bovinos foram colhidas através
da puncdo da veia jugular, utilizando tubos a vacuo de 09 ml, e apos a colheita
foram devidamente identificados. As amostras foram mantidas em temperatura
ambiente para ocorrer a coagulacao e retracdo do coagulo.

ApoOs esse periodo as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a
3200rpm. O soro obtido foi separado em duas aliquotas de 1,5ml, acondicionado em
tubos eppendorf, mantidos em temperatura de congelamento (-20°C) até a
realizacdo dos exames sorolégicos (Apéndices B,C).

4.4 Prova soroldgica

A técnica laboratorial para deteccao da infeccao pelo BLV nas amostras
foi realizada no Laboratério de Doencas Infecciosas do Curso de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA. A técnica utilizada para
deteccdo de animais portadores de anticorpos da LEB foi a Imunodifusédo em gel de
agar - IDGA proposta por Miller & Van Der Maaten, (1976).

A técnica baseia-se na migracao radial dupla de antigeno (Ag) e anticorpo
(Ac), através do gel de agar. O encontro dos reagentes, em proporcdes 6timas, leva
a formacéo de complexo Antigeno - Anticorpo insollUveis que se precipitam tornando-
se visiveis sob a forma de uma linha ou banda de precipitacao.

A técnica de IDGA constitui nas seguintes etapas (Anexo A):

v" Preparacao da solucao tampao;

Ajuste do pH da solucéo;
Adicao do agar Noble;
Adicdo do agar nas placas de Petri;
Acondicionamento das placas em temperatura de 2° a 8°C;

Perfuracdo dos pocos utilizado um cortador padrao;

NN N N N RN

Remocédo por succdo dos cilindros do 4gar e da umidade residual

de cada poco;

<\

Adicdo dos reagentes e soros testados;

<\

Incubacao das placas em camara umida;

v Leitura das placas ap6és 48 a 72 horas;
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4.5 Estudo dos Fatores de Risco

Para o estudo dos fatores de risco associados a infec¢do pelo BLV no
rebanho estudado, foi realizado em todas as propriedades com o proprietario ou
responsavel pelo rebanho a aplicacdo de um questionario socio epidemiblogico
contendo questbes referentes ao: manejo utilizado na criacdo, sanidade dos
animais, manejo alimentar e manejo reprodutivo (Apéndice A).

Todas as propriedades foram georefenciadas utilizando GPS Garmim 76

para se realizar a distribuicdo espacial dos rebanhos focos da LEB.

4.6 Anédlises Estatisticas

Os resultados foram tabulados em planilhas utilizando o software
Microsoft Excel 2007. Para o calculo das frequéncias, dividiu-se o numero de
amostras reagentes pelo numero total de amostras multiplicado o resultado
encontrado por 100.

Para o estudo da relacdo dos fatores de risco foi utilizado o teste exato de
Fisher. O teste de Qui-quadrado de independéncia foi utilizado quando as condi¢des
para o teste Exato de Fischer n&do foram verificadas considerando o grau de
significaAncia de 5%, onde p<0,05. Os calculos foram realizados no software Instat
versao 3.05.

Para a elaboracdo da figura com a distribuicdo espacial dos rebanhos

focos foi utilizando o software GPS TrackMaker versao 13.9.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos, apods a realizacdo do teste de Imunodifusdo em gel
de agar (IDGA) na amostragem total de 396 amostras de bovinos em diferentes
rebanhos na Regional de Codo no Estado do Maranhéo, estdo expostos na Tabela 3
e 4. Observou-se que 117/396 (29,55%) reagiram positivamente para a LEB e
279/396 (70,4%) ndo reagiram nas amostras de soro sanguineo utilizando o teste de
IDGA.

Tabela 3. Frequéncia de bovinos reagentes e nao reagentes para Leucose no teste
de IDGA na Regional de Codé - MA, 2014

Soro-reacao N° Absoluto N° Relativo
Reagentes 117 29,55%
Nao Reagente 279 70,45%
Total 396 100,00%

Com relacédo aos cinco municipios amostrados que compdem a Regional
de Codd, em todos os municipios 5/5 (100%) foram registrados animais reagentes.
Em relacdo ao niumero de bovinos reagentes e ndo reagente para Leucose pelo o
teste de IDGA obteve-se frequéncias de 30/84 (35,71%), 30/120 (25,00%), 30/84
(35,71%), 21/72 (29,17), 6/36 (16,67%) em Alto Alegre, Codd, Coroata, Peritor6 e

Timbiras, respectivamente como demonstra a tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de bovinos reagentes e néo reagentes ao teste de IDGA por
municipio na Regional de Codé6-MA, 2014

Municipios N° Amostras Reagentes (%) N&ao Reagente (%)
Alto Alegre do MA 84 30 35,71 54 64,29
Codo 120 30° 25,00 90 75,00
Coroata 84 30° 35,71 54 64,29
Peritord 72 212 29,17 51 70,83
Timbiras 36 6% 16,67 30 83,33
Total 396 117 29,55 279 70,45

Letras mindsculas iguais ha mesma coluna nao diferem estatisticamente ao teste de Qui Quadrado
(p<0,05) com 95% de confian¢a. Qui Quadrado= 7,136; p = 0,1289.
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Nos 33 rebanhos bovinos leiteiros amostrados a frequéncia de foco da
leucose foi de 31/33 (93,94%) conforme Tabela 5. Foram consideradas rebanhos-
foco aquelas propriedades que possuiam pelo menos uma amostra reagente ao
BLV. A variacdo no percentual de animais reagentes por rebanho para o BLV foi de
0,00 a 83,33%.

Tabela 5. Numero de rebanhos com bovinos reagentes e ndo reagente ao teste de
IDGA, Regional de Cod6 — MA, 2014

Municipios N° Rebanhos Reagente (%) N&o Reagente (%)
Alto Alegre do MA 7 6 85,71 1 14,29
Codo 10 9 90,00 1 10,00
Coroata 7 7 100,00 0 0,00
Peritord 6 100,00 0 0,00
Timbiras 3 100,00 0 0,00
Total 33 31 93,94% 2 6,06%

Em seis dos sete (85,71%) rebanhos do municipio de Alto Alegre do
Maranhao foi diagnosticado pelo menos 01 amostra reagente ao BLV. O percentual
animais reagentes nos rebanhos variou de 0 a 66,67%.

Fato semelhante ocorreu no Municipio de Codé onde nove dos dez
(90,00%) rebanhos estudados continham pelo menos 01 amostra reagente ao BLV.
A variacdo de animais reagentes nos rebanhos foi de 0 a 83,33%.

Nos demais municipios, Coroata, Peritor6 e Timbiras, em todos o0s
rebanhos foi diagnosticada pelo menos uma amostra reagente ao BLV. O percentual
de animais reagentes teve variacao de 8,33% a 75,00%, 8,33% a 58,33% e 8,33% a
25,00% respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribuicdo da frequéncia de bovinos reagente e ndo reagente por
rebanho e municipio utilizando o teste de IDGA, Regional de Cod6 — MA, 2014

5 ~
Municipios  Rebanho AmoNstras Reagentes (%) Rezggnte (%)

P16 12 8 66,67 4 33,33

P17 12 3 25,00 9 75,00

P18 12 5 41,67 7 58,33

Alto Alegre do P19 12 7 58,33 5 41,67

Maranhao P20 12 6 50,00 6 50,00

P31 12 1 8,33 11 91,67

P34 12 0 0,00 12 100,00

Sub -Total 84 30 35,71 54 64,29

PO1 12 1 8,33 11 91,67

P02 12 0 0,00 12 100,00

P03 12 3 25,00 9 75,00

P06 12 10 83,33 2 16,67

P07 12 2 16,67 10 83,33

Codo P08 12 2 16,67 10 83,33

P14 12 3 25,00 9 75,00

P15 12 3 25,00 9 75,00

P32 12 3 25,00 9 75,00

P33 12 3 25,00 9 75,00

Sub -Total 120 30 25,00 90 75,00

P24 12 3 25,00 9 75,00

P25 12 5 41,67 7 58,33

P26 12 7 58,33 5 41,67

Coroata P29 12 1 8,33 11 91,67

P28 12 1 8,33 11 91,67

P30 12 4 33,33 8 66,67

P11 12 9 75,00 3 25,00

Sub -Total 84 30 35,71 54 64,29

P12 12 4 33,33 8 66,67

P21 12 7 58,33 5 41,67

P22 12 4 33,33 8 66,67

Peritord P23 12 1 8,33 11 91,67

P27 12 2 16,67 10 83,33

P35 12 3 25,00 9 75,00

Sub -Total 72 21 29,17 51 70,83

P04 12 3 25,00 9 75,00

Timbiras P05 12 2 16,67 10 83,33

P10 12 1 8,33 11 91,67

Sub -Total 36 6 16,67 30 83,33

Total 396 117 29,55 279 70,45
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Os dados mostram que a Leucose esta difundida no rebanho bovino
estudado com frequéncia geral de 29,55% (117/396). Os municipios de Alto Alegre
do Maranhéo e Coroata apresentaram frequéncias de sororeagentes mais elevadas
(35,71%). A frequéncia encontrada no municipio de Peritoré foi de 29,17%. Em e
Codé de 25,00%, enquanto que o municipio de Timbiras apresentou frequéncia de
bovinos reagentes de 16,67%.

Uma vez introduzida na regido a infeccdo pelo BLV pode ter sido
disseminada através da movimentacdo de animais entre propriedades,
principalmente pela compra e venda de bovinos sem a exigéncia de exame negativo
para a doenca, pelo “aluguel de pasto”e/ou “gado de meia” que ocorre durante a
época seca, onde rebanhos diferentes convivem durante um determinado tempo sob
0 mesmo manejo alimentar e sanitario. A auséncia ou assisténcia veterinaria
deficiente, o desconhecimento da doenca por parte dos criadores, praticas de
manejo inadequadas que ndo impedem a propagacao do virus e a inexisténcia de
programas sanitarios contribuem para a manutencao do virus na regiao.

A maioria dos animais infectados pelo BLV ndo desenvolvem
linfossarcomas ou quaisquer outros sinais clinicos. Os animais permanecem
portadores do virus e s6 podem ser identificados através do diagnostico laboratorial.
Estes animais torna-se importante fonte de infeccéo, disseminando a doenca por
todo rebanho e consequentemente na regido com grande facilidade ja que
dificilmente serdo identificados (BRAGA & LAAN, 2001; RAVAZZOLO & COSTA,
2007).

Algumas medidas profilaticas, para limitar a disseminagcdo do virus no
rebanho incluem a utilizacdo de agulhas descartaveis para evitar a contaminacédo de
animais negativos, a desinfeccdo de instrumentos a base de iodo ou cloro; a
utilizacdo de uma luva por palpacéo retal; assepsia dos instrumentos cirirgicos e
agueles utilizados para identificagcdo do animal (BRAGA et al., 1998; LEITE et al.,
2001).

As medidas de erradicacédo da doenca no rebanho estariam baseadas em
um diagnostico precoce da doenca utilizando testes sorologicos, eliminacdo dos
animais positivos e uma supervisdo sanitaria permanente dos rebanhos
(RODRIGUES et al., 2011).
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A frequéncia de reagentes (29,55%) para a leucose encontrada na
Regional de Codd apresentou-se abaixo dos estudos soroldgicos realizados por
Sponchiado, (2009) no Estado do Parana - 49,04% (534/1089); Fernandes et al.,
(2009) em Tocantins -37,0% (326/881); Santos et al., (2011) no Maranhéo - 53,8%
(495/920); Ferreira et al., (2013) no Maranhdo - 60,62% (97/160); Megid et al.,
(2003) em Sao Paulo - 47,4% (618/1193) e Barros Filho et al., (2010) no Parana -
56,34% (151/268 );

O resultado da pesquisa foi superior aos estudos realizados por Birgel Jr.,
(2006) em Séo Paulo - 9,24% (44/476); Silva, (2001) no Piaui - 16,85% (333/1976);
Carneiro et al., (2003) no estado do Amazonas - 9,60% (58/604); Rocha et al.,
(2014) no Parani -16,64%; Sardi et al., (2002) no Estado da Bahia - 7,5%; Santos
et al., (2013) em Pernambuco - 20,7% e Galindo et al., (2013) em Sergipe — 12, 62
(38/301).

Frequéncias semelhantes ao estudo foram observados por Murakami et
al., (2011) no Japao com prevaléncia global de 28,6%; Mousavi et al., (2014) no
Nordeste do Ird4, com resultado de 25,40% (109/429); Starling et al., (2013) no
Estado do Espirito Santo com 27,9% (114/409 ); Pinheiro Junior, (2013) em Alagoas
- 27,8% e Mendes et al., (2011) no Estado Pernambuco 32,2% (213/662).

O numero de rebanhos focos do estudo (93,94%), foi semelhante ao
encontrada em outra pesquisa no Maranhdo (98,91%) realizado por Santos et al.,
(2011) indicando que a doenca permanece com alta frequéncia no rebanho
maranhense. Também foi semelhante ao encontrado por Fernandes et al., (2009) no
Tocantins (94,7%). Resultado superior foi observado no Paran& por Leuzzi Junior et
al., (2003) onde animais positivos estavam distribuidos em 100% propriedades
pesquisadas.

Resultados inferiores mais ndo menos preocupantes foram obervados por
Pinheiro Junior, (2013) em Alagoas (70,6%); Starling et al., (2013) no Espirito Santo
(87%); no Triangulo Mineiro (79,5%) por Macedo et al., 2013; por Birgel Junior et al.,
(2006) em Séo Paulo (85,7%); em Santa Catarina (67,74%) por Rodakiewicz, 2013;
no Parana (72,73%) por Sponchiado, (2008) e no Rio Grande do Sul (61,5%) por
Frandoloso et al., (2008).

Observa-se que no Brasil a infeccdo esta disseminada na maioria dos
Estados, porém o pais ndo tem um programa sanitario instalado para o combate da

doenca. O controle e erradicacdo da LEB sé serdo alcancados quando medidas
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sanitarias obrigatérias forem implementadas em todos os rebanhos bovinos,
principalmente os leiteiros que apresentam altos indices a prevaléncia da doencga.

A Instrucdo normativa n° 50 de 24 de setembro de 2013 do MAPA, inclui a
Leucose enzootica bovina como doenca de notificacdo obrigatoria ao servico
veterinario oficial composto pelas unidades do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento e pelos Orgédos Estaduais de Defesa Sanitaria Animal. A notificagio
da suspeita ou ocorréncia de doenca pode ser realizada por qualquer cidaddo, bem
como por todo profissional que atue na area de diagnostico, ensino ou pesquisa em
saude animal. A doenca requer notificacdo mensal de qualquer caso confirmado.

Na Figura 4 esta demonstrada a distribuicdo espacial dos rebanhos — foco
na regido. A doenca esta difundida na regido estudada e distribuida em todos os
municipios pesquisados. Os rebanhos nao reagentes estdo em municipios diferentes

0 que sugere que ndo existe uma area em que a doenga nao esteja presente.
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Figura 4. Distribuicdo espacial dos rebanhos foco de LEB na Regional de Cod6 —
MA, 2014.

Até o momento, focos de leucose no Maranh&o foram descritos em
pesquisas nos seguintes municipios: Acailandia, Amarante, Bacabal, Bernardo do
Mearim, Bom Lugar, Cidelandia, Igarapé Grande, Imperatriz, Pago do Lumiar, Jodo

Lisboa, Lajeado Novo, Lago Verde, Olho d’Agua das Cunhas, Pedreiras, Raposa,
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S&o José de Ribamar, S&o Luis, Porto Franco, Sdo Jodo do Paraiso, Senador La
Roque, Sao Francisco do Brejao, Sdo Luis Gonzaga e Trizidela do Vale, (SANTOS
et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013). Com a realizacdo do presente estudo,
demonstrou-se a ocorréncia de focos da doenca em mais cinco municipios: Alto
Alegre, Codo, Coroata, Peritor6 e Timbiras.

Estdo descritos na tabela 7 os resultados das 396 de amostras de soro
bovino avaliados no teste de IDGA, distribuidos em trés faixas etarias. Os resultados
detalham os numeros de animais reagentes e ndo reagentes expressos em numeros

absolutos e relativos.

Tabela 7. Distribuicdo de bovinos reagentes e ndo reagente por faixa etaria ao teste
de IDGA, Regional de Codo6 — MA, 2014

Faixa etaria N©° N&o
Reagentes (%) (%) Total
(meses) Amostras Reagentes
< 36 105 134 12,38 92 87,62 105
36-72 223 76° 34,08 147 65,92 223
> 72 68 28° 41,18 40 58,82 68
Total 396 117 29,55 279 70,45 396

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa ao teste
Qui-quadrado (P<0,05) entre as faixas etarias com 95% de confianca.
Qui Quadrado= 21.484; p < 0.0001

Houve diferenca estatisticamente significativa quando comparada as
faixas etarias. Uma maior frequéncia de animais reagentes foi observada em
animais acima de 72 meses (41,18%). Isso se deve ao maior tempo de vida desses
animais e consequente um maior tempo de exposicdo ao virus. O que sugere
também que os animais dessa categoria possam ser responsaveis pela manutencéo
da doenca no rebanho.

Os resultado corroboram com os achados de autores como Oliveira et
al.,(1997); Birgel et al., (1988); Biachi, (2003); Birgel Junior et al., (2006);
Sponchiado, (2008) e Barros Filho et al., (2010) que afirmaram haver um aumento

da prevaléncia com o passar da idade dos bovinos.



58

Birgel et al., (1988) encontraram soro-positividade de 35,6% (26/73) em
bovinos na faixa de 12 a 24 meses de idade e 78,6% (33/42) em animais acima de
84 meses.

Em outro estudo realizado com 1.448 bovinos da raca Holandesa, a
positividade foi de 34,5% de animais com 13 a 18 meses e 66,7% para animais com
idade de 109 a 114 meses (Oliveira et al.,1997).

Sponchiado, (2008) observou que a maior prevaléncia foi encontrada em
animais com idades superiores a sessenta meses de idade (61,98%), havendo
aumento gradativo e significativo a partir dos 12 meses.

Barros Filho et al.,, (2010) em animais com idade entre 36 e 60 a
prevaléncia foi de 60,32% e em animais acima de 60 meses de idade a prevaléncia
encontrada foi de 87,50%.

Birgel Junior et al., (2006) em animais de 24 a 48 meses a prevaléncia foi
de 9,78%; na faixa etaria de 48 a 72 meses encontrou 13,52% e em animais com
mais de 72 meses de idade 32,72% apresentaram anticorpos Séricos.

Biachi, (2003) A estratificacdo dos animais estudados em trés faixas
etarias demonstrou uma maior prevaléncia entre os de 11 a 15 anos (27,78%)
seguidos pelos de 6 a 10 anos (19,68%) e pelos de 1 a 5 anos (11,01%). Esses
resultados demonstram que a prevaléncia tende a aumentar proporcionalmente com

a idade.

Tabela 8. Distribuicdo da frequéncia de bovinos reagente e ndo reagente por sexo
ao teste de IDGA, Regional de Cod6 — MA, 2014

N° N&o
Sexo Reagentes (%) (%) Total
Amostras Reagentes
M 33 13? 39,39 20 60,61 33
F 363 1042 28,65 259 71,35 363
Total 396 117 29,55 279 70,45 396

Letras mindsculas iguais ha mesma coluna néo diferem estatisticamente ao teste de Qui Quadrado
(p<0,05) com 95% de confianca.
Qui Quadrado= 1,677; p = 0,1953
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A Distribuicdo da frequéncia de bovinos reagente e nao reagente por
tamanho da propriedade e pelo tamanho do rebanho estéo descritas nas tabelas 9 e

10 respectivamente.

Tabela 9. Distribuicdo da frequéncia de bovinos reagente e n&o reagente por
tamanho da propriedade ao teste de IDGA, Regional de Cod6 — MA, 2014

Tamanho da N° Reagente Nao
. (%) (%)
Propriedade (Ha)  Amostras S Reagentes
<150 180 492 27,22 131 72,78
151 A 500 144 48°% 33,33 96 66,67
> 501 72 20 27,78 52 72,22
Total 396 117 29,55 279 70,45

Letras mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente ao teste de Qui Quadrado
(p<0,05) com 95% de confiancga.
Qui Quadrado= 1,567; p = 0,4567

Tabela 10. Distribuicdo da frequéncia de bovinos reagente e ndo reagente por
tamanho do rebanho ao teste de IDGA, Regional de Cod6 — MA, 2014

Tamanho do N° N&o
Reagentes (%) (%)
rebanho (cab.)  Amostras Reagentes
<150 192 612 31,77 131 68,23
>151 204 56% 27,45 148 72,55
Total 396 117 29,55 279 70,45

Letras mindsculas iguais ha mesma coluna néo diferem estatisticamente ao teste de Qui Quadrado
(p<0,05) com 95% de confiancga.
Qui Quadrado= 0,8867; p = 0,3464

N&o houve diferenca estatisticamente significativa quando comparada a
distribuicdo de reagentes e ndo reagentes para a LEB por sexo, o tamanho da
propriedade e o tamanho do rebanho.

Quanto a andlise dos fatores de risco, ndo houve associacdo estatistica
significativa para as variaveis estudadas (P <0,05) e a infec¢do pelo virus da leucose

no rebanho como demonstrado na Tabela 12.
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Tabela 11. Variaveis avaliadas para o estudo dos fatores de risco para o virus da
leucose enzodtica bovina em rebanhos na Regional de Codo - MA, 2014

IDGA (n = 33) Indicadores
Variavel P- Valor
Reagente Nao Reagente OR (IC)
(<0,05)
Sim 29 2
Estabulacéo -
N&o 2 0
Aquisicao de Sim 10 0
Animais N&o 21 2
Inseminacéao Sim 9 1 0,4091
o 0,5208
Atrtificial N&o 22 1 (0,022 - 7,280)
Assisténcia Sim 5 1 0,1923
o 0,3352
Veterinaria N&o 26 1 (0,010 - 3,613)
. Sim 29 1 14,5000
Vermifugacéo 0,1761
N&o 1 (0,639 - 328,72)
Sim 0
Conchece a LEB -
Nao 31 2
Utilizacédo da Sim 30 2
mesma agulha  Nao 0
Utilizacdo da Sim 3 0
mesma luva N&o 28 2

A vermifugacao (OR = 14,5; IC 95% [0,639 - 328,72]), aumentou a chance
de transmissdo da LEB em 14,5 vezes quando este fator esta presente. O ato de
vermifugar o rebanho esta intimamente ligada a utilizacdo da mesma agulha
constatada em 96,97% dos rebanhos pesquisadas, onde estes informaram que
utiizam e reutiizam a mesma agulha para vacinacdes e aplicacbes de
medicamentos.

Apesar do presente estudo ndo ter encontrado associagdo estatistica
significativa (P <0,05) entre os fatores de risco estudado e a doenca pesquisada,
outros estudos no Estado destacam fatores de risco associado a doenca.

Em estudos no Maranhdo Santos et al., (2011), verificou associacao

estatistica significativa entre animais reagentes para LEB e uso repetido da mesma
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agulha (P = 0,0000), uso repetido da mesma luva obstétrica (P=0,0021), estabulacdo
dos animais (P=0,0014) e auséncia de assisténcia veterinaria (P=0,0161). Oliveira et
al., (2013) na analise univariada dos fatores de risco para LEB demonstrou que o
uso repetitivo da mesma agulha para vacinacdo e vermifugacdo, mostrou-se como
fator de risco associado a transmissdo, com 2,14 vezes mais chances dos animais
adquirirem a infeccdo quando este fator esta presente.

Fernandes et al., (2009) ndo encontrou associacdo estatistica entre a
doenca e assisténcia veterinaria (P=0,1214), mais sugere que a intervencao
humana, incluindo médicos veterinarios e auxiliares envolvidos com a pecudria,
cujos procedimentos técnicos como palpacdo retal para o controle ginecoldgico,
diagnéstico de gestacdo, palpacdo vaginal ou obstétrico de vacas podem
contribuindo para a propagacao. Pinheiro Junior et al., (2013) observou associacéo

significativa para assisténcia técnica (p<0,000).

Tabela 12. Distribuicdo das frequéncias dos fatores de risco para Leucose Enzodtica
Bovina (LEB) em rebanhos na Regional de Codoé - MA, 2014

Variavel Situagao
Presente (%) Ausente (%) Total
Estabulacéo 31 93,94 2 6,06 33
Aquisicao de
Animais 10 30,30 23 69,70 33
Inseminacéo
Artificial 10 30,30 23 69,70 33
Assisténcia
Veterinaria 6 18,18 27 81,82 33
Vermifugacéo 30 90,91 3 9,09 33
Conchece a LEB 0 0,00 33 100,00 33
Utilizacéao da
mesma agulha 32 96,97 1 3,03 33

Utilizagao da
mesma luva 3 9,09 30 90,91 33
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O elevado numero de focos observado neste estudo 31/33 (93,94%)
associado a prevaléncia encontrada 117/396 (29,55%) pode estar relacionada ao
baixissimo nivel de conhecimento da doenca, onde todos os proprietarios ou
responsaveis pelos animais disseram desconhecer totalmente a doenca estudada.

A utilizagdo da mesma agulha foi constatada em 96,97% das
propriedades. Esse dado € um fato preocupante, pois varios autores na literatura
nacional e estrangeira citam a reutilizacdo da mesma agulha como uma forma
importante de transmissdo da doenca (LEITE et al.,, 2001; LEUZZI JUNIOR et al.,
2001; DEL FAVA & PITUCO, 2004; SANTOS et al., 2011).

O valor encontrado neste estudo para a variavel utilizacdo da mesma
agulha (96,97%) foi proximo ao encontrado por Sponchiado, (2009) no Parana, onde
se constatou que em 96,36% das propriedades pesquisadas ocorria a reutilizacdo de
agulhas e seringas sem prévia desinfecc¢éao.

A estabulacdo dos animais esta presente em 31/33 (93,94%) das
propriedades. A aquisicdo de animais por parte dos criadores so foi constatada em
10/33 (30,30%) mesmo valor encontrada para a variavel inseminacao artificial. A
reutilizacdo de luva obstétrica para palpacéo retal para diagnostico de prenhes foi
constatada em 3/33 (9,09%) das propriedades.

A assisténcia veterinaria esta ausente em grande parte das propriedades
estudadas, apenas 06/33 (18,10%) declaram possuir assisténcia veterinaria, valor
inferior ao encontrado por Santos (2011) onde um terco das propriedades (33,70%)
pesquisadas nas bacias leiteiras de Bacabal, Sdo Luis, Pedreiras, Imperatriz e
Acailandia declararam possuir assisténcia veterinaria.

As informacdes obtidas nas propriedades através da aplicacdo do
qguestionario permitiram caracterizar alguns aspectos da pecuaria leiteira da regiao.
A raca predominante utilizada nos rebanhos é a girolando (81,56%), mais se
observou também a presenca de bovinos das racas holandesas (6,81%), Pardo
Suico (6,06%), Gir (3,78%), Nelore (1,26%) e Jersey (0,50%). Quanto a alimentacéo
uma combinacdo de capim+racdo é fornecida em 45,45% das propriedades,
somente o capim em 42,42% enquanto que a combinacdo de capim+cevada em
12,12%, feno e silagem n&o sdo muitos utilizados na regido (21,21%). A combinacao
de sal mineral+sal comum é fornecido em 78,78% das propriedades. A origem da
agua fornecida aos animais vem em sua maioria de poco (36,36%) depois de uma

combinacgéo de poc¢o+acude (33,33%) e somente de acude (30,30%).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados da analise de 396 amostras de bovinos colhidas

de 33 rebanhos e testadas sorologicamente para Leucose Enzodtica Bovina (LEB)

utilizando o teste de imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) nos rebanhos com aptidao

leiteira da regional de Cod6 no Estado do Maranhéo, conclui-se que:

A infeccdo pelo VLB estad disseminada na regido estudada e medidas de
controle devem ser implementadas para impedir a propagacao do virus;

Pela distribuicdo espacial dos rebanhos — focos pode-se observar que a

doenca esta distribuida com frequéncia heterogénea e em toda a regiao;

Os fatores de risco associados a infeccdo pelo BLV sdo: uso repetido da
mesma agulha, uso repetido da mesma luva obstétrica, estabulacdo dos
animais e auséncia de assisténcia veterinaria, porém nenhum dos fatores de
risco pesquisados no estudo obteve associagéo estatistica significativa com a

doenca estudada;

Animais com idade mais avancadas apresentaram uma frequéncia maior de

sororeagentes;

Todos os proprietarios de rebanhos pesquisados desconhecem a Leucose

Enzodtica Bovina;
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Sugere-se que seja feita pesquisas em rebanho com aptiddo mista e/ou corte
para determinar a situacéo da infecgcéo nestas outras populagdes bovinas;

e A implantagdo de um programa sanitario ou a inclusdo da doenca nos
programas sanitarios ja existentes pode contribuir a médio e longo prazo para

a reducéo da prevaléncia da doenca;

e Além dessas medidas, campanhas de conscientizacdo e de educacao
sanitaria devem ser realizadas para demonstrar aos produtores envolvidos na
cadeia produtiva da bovinocultura, o real impacto que a Leucose Enzodtica

Bovina pode acarretar para a economia do Estado.
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APENDICES

(APENDICE A)

QUESTIONARIO LEUCOSE

IDENTIFICAGAO DO PROPRIETARIO

N.° Propriedade: Endereco: Data
/
Proprietario: ) Telefone: Municipio: Estado:
Regime de Criagao: Area total: ha;
Area destinada ao Pastejo e/ou capineiras: ha
ANIMAIS:
BOVINOS
0al2M 12a24 M 24a36 M mais de 36 M TOTAL
M F M F M F M F M

OUTRAS ESPECIES

BUBALINOS | OVINOS | CAPRINOS | EQUINOS | SUINOS | AVES | CANINOS | MUARES | ASININOS

| MANEJO DA CRIAGAO

1 - Como séo criados os animais? () Extensivo () Semi-Intensivo( ) Intensivo

2 - Adquire animais com frequéncia? () Sim ( ) Nao
2.1 - Procedéncia Realizou Quarentena () Sim ( ) Néo
2.1 -Qual sexo? () Macho ( ) Fémea
3 - Tipo de Exploracdo Animal: () Leite ( ) Carne ( ) Mista
| REPRODUTIVO

4 - Quantos nascimentos ocorrem durante o ano (média) ?
5 - Taxa de Mortalidade: () Alta( ) Média( ) Baixa
6 - Epoca do ano em que ocorre o maior nimero de parigdes?
7 - Os bezerros ao nascerem apresentam-se:

( ) Normais ( ) Anormais ( ) Fracos ( ) Dificuldade de locomo¢do ( ) Outros
8 - Idade em que a fémea é coberta pela primeira vez?

9 - Realiza Inseminacéo Artificial () Sim ( ) Nao
| ALIMENTAR
10 - Alimentacdo ( ) Capim( ) Racdo ( ) Capim + Racdo ( ) Outros
11 - Como é fornecida aos animais? ( ) No cocho ( ) A pasto ( ) Ambos
12 - Costuma fornecer feno e/ou silagem aos animais ( ) Sim () Nao
Qual a origem?
13 - Durante o ano oferece sal para 0os animais ( ) Sim ( ) Nao
Qual o tipo? ( ) Mineral () Comum

14 - locais onde os animais pastam e/ou fica armazenado feno e silagem os cdes tem
acesso?

( ) Sim () Naéo

15 - Fornece agua ( ) Sim ( ) N&o Qual a origem? ( ) Poco ( ) Rio (

) Barreiro

\ SANITARIO
16 - Possui assisténcia veterinaria ( ) Sim ( ) Nao
17 - Faz vacinagéao ( ) Aftosa ( ) Raiva ( ) Manqueira ( ) Brucelose (

. ) Outras
Quando?




18 - Foi realizado coleta de material dos animais para a realizacdo de exames?

( ) Sim () Néo Qual(is) e Quando?

19 - Que testes foram realizados?

( ) Brucelose () Tuberculose () Leptospirose () Parasitoldgico (
) Leucose

20 - Realiza controle de ecto e endoparasitos? ( ) Sim () Nao

( ) Periodico () Esporadico ( )6 em6 mesesou3em3meses (

) Anualmente
Como? Produto(s)?
21 - Usa algum tipo de remédio caseiro? ( ) Sim () Naéo
Qual (is)? Para que?
22 - Conhece alguma doenca que acomete o0s bovinos, e que pode afetar no processo
reprodutivo ( ) Sim ( ) N&o

Leucose ( ) Brucelose ( ) Toxoplasmose () Leptospirose () Outras
23 - Presenca de ratos ( ) Sim () Néo

24 - Que outros roedores domésticos e silvestres que existem na

propriedade?

26 - Usa a mesma agulha em varios animais? ( ) Sim ( ) Nao

27 - Usa a mesma luva obstétrica em varios animais? ( ) Sim ( ) Nao

28 —Conhece a Leucose Enzootica Bovina () sim( ) ndo
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FICHA CADASTRAL DA PROPRIEDADE

Dados Gerais

Nome da Propriedade:

(APENDICE B)

FICHA N¢

Ficha Cadastral da Propriedade

Bacia Leiteira: Municipio:
Endereco:
Coordenadas Geograficas: Lat: Long:
Nome do Proprietario:
Raca dos animais: Pelagem:
Sistema de criagdo:
ANIMAIS
Faixa etdria <03 anos >03e<07 > (07 anos TOTAL
anos
Sexo M F M F M F
Quantidade
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(APENDICE C)

FORMULARIO DE COLETA DE AMOSTRAS

N° DA PROPRIEDADE:

PROPRIEDADE:

DATA DA COLETA

/

80

PROPRIETARIO:

MUNICIPIO:
N° DE
N° NOME (N°)
ORDEM SEQUENCI DO ANIMAL SEXO | IDADE | RACA | PELAGEM

A

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12
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ANEXO

(ANEXO A)

TECNICA DA IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAR (IDGA)

1 PREPARACAO DO TAMPAO

A solucédo tampao foi preparada misturando-se:

NaCl........cccoovririiiiinns 42,59
KCliiiieiieee e 0,19
Na2HPO4 (anidro).............. 0,69
KH2PO4 ... 0,1g
EDTA dissadico............. 0,186¢g
NaN3 (azida sédica).......... 0,05g
Agua destilada g.s.p. ........500ml

Realiza-se uma agitacdo até completa homegenizacédo e diluicdo. Ajustou-se
o pH para 7,3 com solucdo de NaOH a 1N e foi conservada a 40C.

Pesava-se 0,99 de agar Noble e dissolvia em 100ml de tamp&o. Fervia-se
esta solucdo em banho maria até o agar dissolver-se por completo.
Utilizava-se placas de Petri de vidro com 50mm de diametro ou laminas de
vidro 3cm x 12cm e laminas 4,5 cm x 15 cm, ambas sem ranhuras.
Adicionava-se 5ml de agar a 0,9% ainda quente em cada placa, 11ml de agar
a 0,9% na lamina de 3cm x 12cm e na lamina de 4,5 cm x 15 cm . As placas e
laminas eram mantidas por uma hora em temperatura ambiente (200C a
250C) em local livre de p6, permitindo a evaporacdo da umidade excedente e
o resfriamento da agar.

As placas de agar ndo perfuradas eram conservadas com tampas para baixo,
as laminas também eram conservadas até uma semana entre 2°C a 8°C,
dentro de uma camara umida. Antes do uso verificava se 0 agar estava

ressecado ou coberto de umidade.
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2 PERFURACAO DOS POCOS

Foi utilizado um cortador padrdo com sete perfuradores (um deles central e
seis periféricos) com 4mm de didmetro, com 3mm de distancia entre os

POCOS.

O agar foi cortado somente apds o0 mesmo estar suficientemente solidificado,
a fim de evitar fragmentacédo das bordas no momento da retirada dos cilindros

de &gar.

Removeram-se por succao os cilindros do agar e a umidade residual de cada
poco, usando uma ponteira conectada a uma bomba a vacuo. A placas e

laminas perfuradas eram utilizadas imediatamente apds o corte.

3 ADICAO DOS REAGENTES E INCUBACAO DAS PLACAS

Os soros testados foram colocados alternadamente ao redor do poc¢o central
em um volume de 25 microlitros por poco. Para realizacdo desse
procedimento utilizava-se uma micropipeta e ponteiras individuais. Um total
de trés amostras eram testadas no conjunto de sete pocos. Todos deveriam
ser preenchidos. Se ndo houvesse trés amostras para testar, era necessario
preencher os pocos remanescentes com um dos soros testes.

O soro controle positivo era colocado ao lado do soro a ser testado. Também
utilizava-se uma micropipeta e uma ponteira. O volume para preencher o0s
pocos era de 25 microlitros.

O poco central era preenchido com 25 microlitros de antigeno (Ag), com a
utilizacdo de uma micropipeta e ponteira (FIGURA 1). Importante salientar
que tanto os reagentes como 0s soros testados preenchiam os pocgos até o
nivel superior do agar sem deixar menisco. As placas eram cobertas,
deixadas em repouso alguns minutos antes de movimenta-las. As laminas
apenas ficavam em repouso. Com esse procedimento reduzia-se a

possibilidade do derramamento do Ag e soros sobre a superficie do agar.
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e As placas e as laminas eram incubadas em camara Umida em uma

temperatura de 37 oC.

FIGURA 1 — Demostracdo de como é realizado o teste de imunodifusdo em gel de

Agar.

1- Soro Controle Positivo
2- Soro teste
3- Soro Controle Positivo
4- Soro Teste
5- Soro Controle Positivo
6- Soro Teste

OpQO
OO

CAORO

4 LEITURA DAS PLACAS

e As leituras das placas e das laminas foram realizadas em ambiente escuro,
com o auxilio de um foco de luz forte, feixe estreito, que podia ajustar sua
intensidade e posicdes variaveis, a fim de verificar o aparecimento de linhas
de precipitacdo nas placas e laminas. A reacdo era observada contra um

fundo preto.

e A leitura era feira apds 48 horas a 72 horas de incubacdo. A FIGURA 2

demonstra as possibilidades de leitura das placas.

FIGURA 2 — demonstracdes das possiveis leituras do teste de imunodifusédo em gel

de agar, utilizando o kit de leucose bovina fabricado pelo TECPAR.



3- Soro Controle Positivo

/ 4- Soro testado - Fracamente
@ Positivo
5- Soro Controle Positivo
6- Soro testado - Positivo

7- Antigeno

@ 1- Soro Controle Positivo
@ @ 2- Soro testado - Negativo

o 1- Soro Controle Positivo
2- Soro testado — Reacéo
Inespecifica
3- Soro Controle Positivo
4- Soro testado — Fortemente
@ Positiva
° 5- Soro Controle Positivo

6- Soro testado — Reacéo
Inéspecifica
4 7- Antigeno

1- Soro Controle Positive

2- Soro testado — Duas linhas de
precipitagao.

3- Soro Controle Positivo

4- Soro testado — Negativo com
turvagao ao redor do pogo.

5- Soro Controle Positivo

6- Soro testado — Positive com
turvagao ao redor do pogo.

7- Antigeno




