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A perseveranca

Se hé pessoas que ndo estudam ou que,
se estudam, ndo aproveitam,
elas que ndo se desencorajem e nédo desistam;

se ha pessoas que ndo interrogam os homens instruidos
para esclarecer as suas duvidas ou o que ignoram, ou que,
mesmo interrogando-os,
ndo conseguem ficar mais instruidas,
elas que ndo se desencorajem e nédo desistam;

se ha pessoas que ndo meditam ou que,
mesmo que meditem,
ndo conseguem adquirir um conhecimento claro do principio do bem,
elas que ndo se desencorajem e ndo desistam;

se ha pessoas que nao distinguem o bem do mal
ou que, mesmo que distingam,
ndo tém uma percepcao clara e nitida,
elas que ndo se desencorajem e ndo desistam;

se ha pessoas que ndo praticam o bem ou que,
mesmo que o pratiquem,

ndo podem aplicar nisso todas as suas forcas,

elas que ndo se desencorajem e ndo desistam;

0 que outros fariam numa sé vez, elas o fardo em dez,
0 que outros fariam em cem vezes, elas o fardo em mil,

porque aquele que seguir verdadeiramente
esta regra da perseveranga,

por mais ignorante que seja,
tornar-se-a uma pessoa esclarecida,

por mais fraco que seja,
tornar-se-a necessariamente forte

Conflncio



Vi

AGRADECIMENTOS

A Deus, por me permitir concluir mais essa etapa em minha vida.

Ao0s meus pais, Edson Israel Mendes (in memorian) e Genilda de Oliveira Lima
Mendes, pela educacdo a mim ofertada e baseada na honestidade, respeito e perseveranca,

virtudes que desejo honrar durante toda minha vida.

Ao meu orientador Lucio Esmeraldo Honério de Melo, por mais esse voto de

confianca dado.

A colega Taciana Galba, pela “co-orienta¢do”, incomensuravel ajuda, OBRIGADO!

Ao professor Joaquim Evéncio, por importantes colaborac6es dadas.

Ao professores Leonildo Galiza e Rinaldo Mota pelas suas ajudas em momentos

importantes.

Ao professor Léucio Camara Alves, pelo livre acesso permitido ao laboratorio de

doencas parasitarias.

A professora Maria Presciliana por ter nos permitido colaborar junto ao projeto

Ipojuca.

Ao Dr. Luiz de Carvalho Xavier Correia, chefe da Secdo de Sanidade/
Superintendéncia Federal de Agricultura em Pernambuco / MAPA, por sua ajuda junto a

obtencéo de antigenos.

Aos professores Jean Carlos, Francisco Feliciano, José do Egito, Pedro Marinho e
Carlos Geraldo por suas colaboragbes junto as viagens de aulas préaticas, as quais pude

utilizar para minhas coletas experimentais.



VIl

Aos colegas Claudio Henrique, Mauro Tavares, Silvia Saldanha, Pedro Moura
por importantes colaboragoes.
Aos colegas Artur Fernandes, Tamyres lzarelly, Luenda Menezes, Rodolfo Souto,

Hévila Mara pelo companheirismo e imprescindivel ajuda ao longo de todo experimento.

Aos colegas Camila Marinho, Milena da Silva, Gabriela Souza, Amanda Duarte,
Leonardo Veiga, Tiago Menezes, Felipe Timdteo, David Felipe, Lorena Mariane, Suzana
Nunes, Rafaella Alves, Edney Taunay, Erika Korinfsky, Deise Haas e Jacqueline

Loureiro por suas importantes ajudas.

Aos secretarios da pos-graduacdo Edna Chérias e Tom Menezes por suas

contribuicdes.

A FACEPE — Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de

Pernambuco pelo apoio financeiro.

A CAPES - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

também pelo apoio financeiro.

Aos proprietarios de fazendas que gentilmente cederam seus animais e assim

viabilizaram esse trabalho.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Veterinaria da Universidade Federal

Rural de Pernambuco.

Enfim a todos que direta ou indiretamente colaboraram para a realizacdo desse
trabalho.



VI

RESUMO

Foi realizado esse estudo com o objetivo de avaliar a intercorréncia entre leucose enzodtica
(LEB) e tuberculose (TB) em rebanhos bovinos leiteiros em oito municipios do Estado de
Pernambuco, a partir do estabelecimento da prevaléncia de bovinos reagentes as provas
diagndsticas especificas, bem como, verificar a correlacdo entre a Leucose Enzodtica, a
Tuberculose dos Bovinos, a Leucometria e linfocitometria entre os bovinos estudados. Foram
analisadas 662 amostras séricas de bovinos criados em 15 rebanhos leiteiros, distribuidos em
oito Municipios do Estado de Pernambuco, dos quais dois localizados na Mesorregido
Metropolitana do Recife, trés na Mesorregido da Mata Pernambucana, cinco na Mesorregido
Agreste Pernambucano e quatro na Mesorregidao do Sertdo Pernambucano. 662 animais foram
analisados sorologicamente e hematologicamente, pelas técnicas de Imunodifusdo dupla em
gel de agarose (IDGA) e pelo leucograma com a contagem total e diferencial dos leucdcitos,
respectivamente, e 612 foram avaliados imunoalergicamente, através do teste de
tuberculinizacdo. Nos 15 rebanhos examinados, as prevaléncias de bovinos que apresentaram
positividade aos testes IDGA e tuberculina foram 32,2% (213/662) e 14,1% (86/612),
respectivamente. A maioria dos rebanhos (86,6% - 13/15) contribuiu com bovinos reagentes
para a composicdo destes indices, destacando-se taxas elevadas de 48,9% (22/45) e 30%
(36/121) para LEB e TB, respectivamente. Analisando a correlacdo entre as variaveis
leucdcitos total e linfécitos, temos que leucécito total estd altamente relacionado
positivamente com a variavel linfocitos (72%). Os resultados obtidos nesta pesquisa,
considerando a analise e interpretacdo dos aspectos sanitarios da leucose e da tuberculose dos
bovinos nos rebanhos examinados, permitiram concluir que, as doencas estudadas encontram-
se amplamente disseminadas na populacdo avaliada, com crescimento em niveis significativos
da leucose, e as infeccBes pelo virus da leucose bovina (VLB) e Mycobacterium bovis
encontram-se ativas e em expansdo, com risco iminente do comprometimento da saude dos
rebanhos bovinos e, pelo carater zoondtico da tuberculose bovina, das pessoas que lidam com

0s bovinos.

Palavra-chaves: leucose, tuberculose, intercorréncia, bovinos, Pernambuco.



ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the complications of enzootic leukosis (EBL) and
tuberculosis (TB) in dairy cattle herds in eight districts of the State of Pernambuco, from the
establishment of the prevalence of bovine specific reagents for diagnostic tests and to verify
the correlation between Enzootic leucosis, tuberculosis in cattle, the Leukocytes count

and lymphocytes count between animals studied. We analyzed 662 serum samples from
cattle raised in 15 dairy herds, distributed in eight municipalities of the State of Pernambuco,
two of which located in Mesorregido Metropolitan of Recife, three in, five in Mesorregido of
Agreste and four in Mesorregido of Sertdo. 662 animals were tested serologically and
hematology, the techniques of double Immunodiffusion in agarose gel (AGID) and the
leucocyte count in the total and differential leukocytes, respectively, and 612 were evaluated
allergic immune through the test for tuberculosis. The 15 herds examined, the prevalence of
cattle that were positive to the tuberculin tests were AGID and 32.2% (213/662) and 14.1%
(86/612), respectively. Most herds (86.6% - 13/15) contributed to the bovine reagent
composition of these indices, especially high rates of 48.9% (22/45) and 30% (36/121) for TB
and EBL respectively. Analyzing the correlation between variables total leukocytes and
lymphocytes, we have total leukocyte is highly positively related with the variable
lymphocytes (72%). The results obtained in this study, considering the analysis and
interpretation of health aspects of leukemia and of bovine tuberculosis in herds examined,
have concluded that the diseases studied, are widespread in the population studied, with
significant levels of growth in leukemia and infection by bovine leukemia virus (VLB) and
Mycobacterium bovis they are active and growing, with imminent risk of compromising the
health of cattle herds, and the zoonotic nature of bovine tuberculosis, people who deal with
cattle.

KEY WORDS: leucosis, tuberculosis, inter-occurrence, bovines, Pernambuco.
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1 INTRODUCAO

A Leucose Enzootica dos Bovinos (LEB) e a Tuberculose (TB) sdo doencas infecto-
contagiosas cosmopolitas, caracterizadas pela evolucdo cronica e pelos grandes prejuizos que
determinam & pecuaria bovina nacional ao comprometerem a performance produtiva dos
rebanhos, reduzindo a producdo, estabelecendo sucessivas condenacdes de carcagcas em
matadouros e restringindo o comércio de animais, além do aumento dos custos com servicos
veterinarios. A hipétese da intercorréncia dessas doengas vem sendo postulada (MELO, 1999
e 2000) sob a fundamentacdo de dois fatores que podem estar interferindo de forma
interdependente e associada na etiopatogenia dessas doencas: 0 manejo sanitario a que sdo
submetidos os rebanhos e as caracteristicas imunolégicas do Virus da Leucose Bovina (VLB).

Medidas sanitarias mais rigorosas, implementadas desde janeiro de 2001, de acordo
com o Regulamento Técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose - PNCEBT, do Departamento de Defesa Animal do Ministério da Agricultura e
do Abastecimento - MAPA, podem promover o redirecionamento deste importante setor
produtivo brasileiro, desde que seus objetivos sejam alcancados e as estratégias sanitarias
efetivamente praticadas.

Outrossim, o papel do VLB no desencadeamento de bacterioses oportunistas de
importancia clinico-epidemioldgica e em salde publica, como a Tuberculose, é desconhecido.
Admite-se, entretanto, que o comprometimento da integridade do sistema imunitéario organico
pela acdo imunodepressora do VLB, que penetra e incorpora-se no genoma linfdcitario por
tempo indeterminado (MUSCOPLAT et al., 1974; WYERS, 1975; CASTRO et al., 1988),
associado a evidéncias imunocitolégicas de que infecta mondcitos circulantes (HEENEY et
al., 1992), também aumenta a susceptibilidade do hospedeiro a outras infec¢des (BURNY;
MAMMERICKX, 1987). Adicionalmente, estresse do hospedeiro advindo de sua vida
produtiva (lactacdo, maximizacdo de ganho de peso) e, principalmente, de doencas
intercorrentes, desempenha, provavelmente, importante papel no desencadeamento da
replicacdo dos retrovirus no organismo infectado (WYERS, 1975), condigdo clinico-
imunitaria que inclui VLB e sua ampla disseminagéo nos rebanhos bovinos.

Essas disfungdes imunocitologicas determinadas pela acdo patogénica do VLB no
organismo do hospedeiro, mediante a especificidade e magnitude da resposta
linfoproliferativa, associada & deteccdo de anticorpos séricos anti-VLB, coloca a leucometria
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como sendo um recurso auxiliar confiavel para o diagndstico precoce da doengca em um
individuo e/ou rebanho.

Nesse contexto potencialmente critico, em que infeccdo e doenca representam
praticamente 0 mesmo risco na cadeia epidemioldgica, uma realidade cada vez mais presente
nos rebanhos € o alastramento da Leucose, a iminéncia da instalacdo de um estado de enzootia
da Tuberculose, incluida pela Organizacdo Mundial de Salde entre as zoonoses emergentes
(COSIVI, 1998). E preciso, pois, a implementacdo sistematica de medidas sanitarias que
visem o diagnostico e o controle dessas enfermidades.

Diante do exposto, enfatizando a importancia do conhecimento dessas enfermidades e
a caréncia de pesquisas na literatura regional, principalmente sobre a tuberculose, realizou-se

este estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA

Leucose Enzodtica dos Bovinos (INTERNATIONAL COMITTEE ON BOVINE
LEUCOSIS, 1968) e causada por um retrovirus exdgeno linfotropico B que compromete
primariamente o sistema linféide do bovino infectado e determina processos desorganizativos
dos seus tecidos e Orgdos, especialmente linfonodos. Caracteriza-se pela substituicdo
progressiva dos tecidos normais por linfossarcomas, podendo haver ou ndo leucemizacédo
(JAIN, 1993). Estudos citogenéticos e imuno-sorologicos (MARUYAMA et al., 1989)
levaram o Comité Internacional sobre Taxonomia de Viroses a inclui-lo no género VLTH-VLB
(virus linfotrdpicos de células T Humanas-Virus linfotropicos de células B), da espécie Virus
da Leucemia Bovina (FRANCKI et al., 1991), comumente Virus da Leucose Bovina (VLB).

E originaria da Europa e teve o primeiro caso clinico reportado por Leisering, em 1861
(STOBER, 1970; OLSON; MILLER, 1987), posteriormente difundindo-se para outros
continentes pela introdugdo de animais europeus infectados em seus rebanhos (OLSON;
MILLER, 1987; CASTRO et al., 1988). Sua etiologia viral foi definitivamente estabelecida
por Miller et al. (1969), que isolaram o virus em cultura de linfocitos bovinos com sintomas
aparentes ou ndo da doenca, determinando, através da microscopia eletrénica, a fregliéncia

das particulas virais.

A historia da etiopatogenia da doenca, no Brasil, iniciou-se com Rangel e Machado
(1943), que assinalaram no Estado de Minas Gerais, pela primeira vez no pais, a ocorréncia de
linfossarcoma em bovinos. Todavia, relato publicado por Merkt et al., (1959), no Rio Grande
do Sul, parece assinalar, oficialmente, o primeiro diagnostico clinico autoctone da doenca em
rebanho criado no Brasil, no entanto, estes pesquisadores mencionaram que observacgoes
clinico-anatomopatoldgicas associadas a leucose, nao publicadas até aquele momento, haviam
sido feitas, em 1958, por Santos, no Rio de Janeiro, e por Bueno, em S&o Paulo
(BUENO,1958; SANTOS, 1959). O acumulo de informacgdes sobre os aspectos clinico-
epizootioldgicos e de etiopatogenia da Leucose foram consolidados, no Brasil, com o
isolamento pioneiro do VLB por Angelo et al., (1985), em cultura priméaria de fibroblastos
provenientes de prepucios humanos, a partir de linfécitos de bovinos soro-reagentes ao

antigeno glicoprotéico do VLB.
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A transmissdo do VLB entre os animais, pode ocorrer de forma vertical ou horizontal,
na forma horizontal a infeccdo se da atraves de contato entre animais adultos, a transmissdo
transplacentaria pode ocorrer eventualmente (PIPER et al., 1979; FERRER, 1979;
DIGIACOMO, 1992a,b;.LUCAS et al., 1993), A transmissdo pode ocorrer através de medidas
que proporcionam a transferéncia de sangue entre animais, pela premuni¢do contra
Anaplasma e Babesia (ROMERO; ROWE, 1981), assim como uso de instrumentos sem a
devida desinfeccdo, agulhas contaminadas em vacinagfes terapéuticas parenterais
(EVERMANN et al., 1986; MONTI et al., 2006), colocacdo de brincos e descorna
(DIGIACOMO et al., 1985; LUCAS et al., 1985), cirurgias, palpagdes retais (HOPKINS et
al., 1988), etc. A transmissdo também pode ocorrer através de insetos hemat6fagos
(ROMERO; ROWE, 1981). A possibilidade de transmissdo do virus parece ser maior com

sangue de animais com linfocitose persistente (ITOHARA et al., 1985).

Infeccdo recente pelo Virus da Leucose Bovina provoca resposta imunolégica
orgénica, caracterizada pela exacerbacdo do nudmero de linfocitos B, considerando-se como
base os padrbes de referéncia para a raca e o grupo etario (MUSCOPLAT et al., 1974,
FERRER et al., 1979; CASTRO et al.,, 1988) e, conseqlentemente, aparecimento de
anticorpos séricos especificos anti-VLB, os quais possibilitam a detec¢do precoce dos animais
soro-reagentes nos rebanhos, sendo o periodo de tempo entre a infeccéo e a soro-conversao de

aproximadamente trés meses.

O estabelecimento do complexo antigeno-anticorpo (VLB - linfécitos B) promove a
sensibilizacdo imunoldgica dos linfécitos, que sofrem modificacbes em sua morfologia e
assumem aspecto de linfoblastos ou imunoblastos, células mais jovens, dotadas de grande
capacidade de mitose. Adicionalmente, o VLB imp®e condi¢do de imunossupressdo que inibe
ou reduz a agdo ou producdo de anticorpos, particularmente IgM, imunoglobulina precursora
da ativacdo de enzimas do plasma, responsaveis pela lise celular e outros fendmenos da
resposta imune primaria, inibindo, inclusive, a atividade fagocitaria de neutrofilos,
prejudicando o sistema imuno-celular. Esse comprometimento da integridade do sistema
imunitario organico propicia ao VLB, desprovido de envelope, de penetrar no citoplasma
linfocitario onde, sob acdo da transcriptase reversa, converte-se de RNAvirus mono-
cromossomal a DNAproviral duplo-cromossomal para incorporar-se no genoma celular do
linfécito por tempo indeterminado, as vezes anos, 0 que pode promover 0 aparecimento de
falsos negativos nos testes sorologicos. O estresse do hospedeiro, advindo da produgéo
(lactagdo, ganho de peso rapido) e principalmente de doencgas intercorrentes, parecem ser
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elementos importantes no desencadeamento da replicacdo de VLB, cujas particulas deixam o
nacleo celular e, no citoplasma, revertem-se a condi¢do primaria de RNAvirus (“retrovirus”,
do lat. retro = para tras), deslocam-se até a membrana citoplasmatica, adquirem forma de “C”
(virus tipo C) e, por gemelacao, replicam-se intensamente, caindo na corrente sangiiinea em
sua forma madura (WYERS, 1975; CHEVRIER, 1975).

A resposta linfoproliferativa do organismo a infecgdo, denominada linfocitose
persistente, representa uma alteracdo hematoldgica associada a leucose, sendo conhecida
desde o inicio do século (TOIT, 1916; KNUTH; VOLKMANN, 1916). Este conhecimento
permitiu, a partir da década de 50, o estabelecimento das chaves leucométricas (GOTZE et al.,
1954), podendo a linfocitose persistente ser definida como um aumento duradouro e com
magnitude de até 3 vezes, em valores absolutos, do nimero de linfécitos, considerando-se
como base os padroes de referéncia para a raca € 0 grupo etario dos bovinos
(INTERNATIONAL COMMITTEE ON BOVINES LEUKOSIS, 1968). Esta alteragcdo deve
persistir por mais trés meses, em geral, anos, ocorrendo em até 29% dos animais infectados
(FERRER et al., 1979). A leucocitose por linfocitose como um importante aspecto clinico da
Leucose Enzoodtica dos Bovinos tem sido confirmado (TOIT, 1916; KNUTH; VOLKMANN,
1916; GOTZE et al., 1954; MAMMERICKX et al., 1976; BIRGEL, 1982; GARCIA, 1989;
BIRGEL JUNIOR, 1991).

AZEDO (2007) em seus estudos demonstrou uma debilidade funcional em leucécitos

sanguineos oriundos de animais infectados pelo VLB, manifestando LP.

A determinacéo da taxa de prevaléncia, que é o parametro mais usado para a avalia¢ao
da dimensdo da infeccdo pelo VLB em uma populagdo, proporcionou uma Visdo
epidemioldgica mais abrangente, significativa e, 0 que € de importancia relevante, precoce da
doenga (LORENZ, STRAUB, 1987).

A FAO (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 1988), em seu Anuario de
Saude Animal, demonstrou que a LEB encontrava-se registrada em praticamente todos 0s
continentes, ocorrendo em paises da Europa, Asia, Africa, Oceania e Américas. Nos quadros
1 e 2 sdo demonstrados os indices da prevaléncia da LEB no mundo e no Brasil

respectivamente.

Especificamente em Pernambuco, a LEB teve sua ocorréncia registrada nos achados
clinico-hematoldgicos e histopatologicos pioneiros de Cavalcante et al., (1969), em bezerros

procedentes do Agreste. Mais tarde, em 1991, Melo confirmou sorologicamente a ocorréncia
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da doenca no Estado, verificando uma prevaléncia de 15,1 % (67/443) em rebanhos de
Garanhuns e municipios adjacentes. Subseqlientemente, Mendes (2002) e Tendrio (2003)
reafirmaram em seus achados sorolégicos a difusdo da LEB em rebanhos de diferentes
mesorregides deste Estado, encontrando prevaléncias de 14,7% (39/265) e 16,0% (96/600)
respectivamente. A conexdo entre 0s parametros sorolégicos e 0s hematoldgicos permitiu a
Mendes (2002) concluir que os mesmos poderiam servir como importantes e confidveis
ferramentas auxiliares para o estabelecimento do diagnostico precoce da LEB em um

individuo e/ou rebanho.

Finalmente, foi descrita a coexisténcia dos aspectos nosolégicos, hematoldgicos,
soroldgicos e anatomo-patolégicos em uma vaca da raga holandesa procedente de um rebanho

leiteiro de alta linhagem da Mesorregido Metropolitana do Recife (MELO et al.,2001).

O diagnostico da LEB é determinado, com seguranca, quando ha histérico do
individuo ou de seu rebanho de origem da coexisténcia dos aspectos nosolégico,
hematoldgico e imunolégico, representados respectivamente, pela expressdo clinica da
doenca, ocorréncia de leucocitose por linfocitose com atipias destas células e detecgdo
soroldgica de anticorpos anti-VLB. Estes aspectos sdo apresentados por varios pesquisadores
como sendo necessarios para a afirmacdo da ocorréncia da Leucose Enzodtica dos Bovinos
em um individuo ou no rebanho (GOTZE et al.; 1954; ROSENBERGER et al., 1961 e 1968;
MAMMERIKX et al., 1976; RESSANG et al., 1976; JOHNSON; KANEENE, 1991c).

A leucometria, portanto, pode ser um critério confiavel para a detec¢do precoce dos
bovinos infectados pelo VLB, incluindo aqueles importados e ja adaptados as condi¢bes
subtropicais e que, constantemente, sdo submetidos a influéncia da premunicdo contra 0s
agentes etiologicos da Tristeza Bovina. Todavia € necessario reavaliar-se o quadro
leucocitario padrdo dos bovinos criados no Brasil, elaborando-se chaves leucométricas
regionais (ALENCAR FILHO, 1981; BIRGEL, 1982; MENDES, 2002).

Os testes soroldgicos, atualmente, tem sido a metodologia recomendada para a
identificacdo precoce de focos da Leucose Enzoodtica dos Bovinos, destacando-se a
imunodifusdo em gel de agar e método inmunoenzimético (ELISA), além de fixacdo de
complemento, Westen Blot, imunofluorescéncia indireta, teste de neutralizagdo do virus,
radioimunoensaio (MILLER; OLSON, 1972; MILLER; VAN DER MAATEN, 1977,
EVERMANN; JACKSON, 1997; OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2003).
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Quadro 1 — Taxas de Prevaléncias de bovinos sororreagentes aos antigenos do VLB
determinadas pelo teste de IDGA, distribuidas segundo os continentes, de

acordo com autor e ano.

Pesquisadores | ANO | Pais | PREVALENCIA (%)
Asia
Ohshima 1963 Japéo 38,4%
Onuma et al. 1978 Japéo 35,20%
Honma et al. 1980 Japéo 40,3%
Brenner et al. 1988 Israel 24,0%
Kurdi et al. 1999 Siria 62,90%
Meas et al. 2000a Paquistdo 15,80%
Meas et al. 2000b Camboja 5,30%
Oceania
Parrish et al. 1982 Nova Zelandia 0,30%
Wernery e Schmidt 1985 P. Nova Guiné 5,5%
Dimmock et al. 1991 Austrélia 13,0%
Europa
Tierseuchenbericht 1979 Alemanha 1,4%
Crespeau 1977 Franca 25,4%
Mammerickx et al. 1978 Bélgica 28,6%
Nougayrede et al. 1978 Franca 0,06%
Crowley 1980 Gra-Bretanha 2,5%
Wilesmith 1980 Inglaterra 6,08%
Burki 1982 Austria 2,20%
Bellani et al. 1982 Italia 5,9%
Cavrini et al 1982 Italia 1,53%
Rutili et al. 1982 Italia 4,0%
Jazbec et al. 1982 lugoslavia 33,3%
Tierseuchenbericht 1983 Alemanha 0,05%
Jazbec et al. 1984 lugoslavia 2,4%
Dimitriades e Artavanis 1984 Grécia 0,02%
Tekes et al. 1984 Hungria 19,30%
Uysal et al. 1998 Turquia 11,0%
Vanleeuwen et al. 2001 Escécia 20,80%
América do Norte
Baumgartner et al. 1975 Estados Unidos 10,20%
House et al. 1977 Estados Unidos 28,20%
Devare e Stephenson 1978 Estados Unidos 13,50%
Burridge et al. 1982 Estados Unidos 47,80%
Samagh e Kellar 1982 Canada 40,42%
Kaneene et al. 1983 Estados Unidos 30,00%
Brightling e Radostits 1983 Canada 83,10%
Evermann et al. 1990 Estados Unidos 12,50%
Heald et al. 1992 Canada 24,20%
América Central
Suzan etal. 1983 México 36,10%
Ducreux et al. 1987 Costa Rica 27,80%
América do Sul
Marin et al. 1978 Venezuela 49,10%
Brunel et al. 1981 Argentina 50,20%
Pefia et al. 1985 Coldmbia 14,47%
Flores et al. 1992 Uruguai 12,13%
Alfonso et al. 1998 Colémbia 45,28%
Trono et al. 2001 Argentina 32,85%
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Quadro 2 - Taxas de Prevaléncias de bovinos sororreagentes aos antigenos do VLB determinadas

pelo teste de IDGA, distribuidas segundo Regibes e Estados do Brasil, de acordo com

autor e ano.
Pesquisadores | ANO | Estados | PREVALENCIA (%)
Regido Sudeste
Alencar Filho 1978 Sé&o Paulo 60,0
Alencar Filho et al. 1979 Sé&o Paulo 35,6
Lima et al. 1980 Sé&o Paulo 33,0
Birgel et al. 1988a Sédo Paulo 52,6
Birgel et al. 1988b Sao Paulo 449
Birgel Janior et al. 1990 Séo Paulo 453
D’Angelino 1991 Séo Paulo 52,5
Birgel et al. 1991 Séo Paulo 429
Birgel et al. 1994 Séo Paulo 41
Birgel Janior et al. 1995 Séo Paulo 49,2
Birgel et al. 1996 Séo Paulo 11,4
Samara et al. 1997 Séo Paulo 29,8
D’ Angelino et al. 1998 Séo Paulo 54,0
Melo 1999 Séo Paulo 46,4
Azedo 2007 Séo Paulo 37,37
Romero e Rowe 1981 Rio de Janeiro 53,3
Cunhaetal. 1982 Rio de Janeiro 27,0
Leite et al. 1980 Minas Gerais 70,9
Modena 1981 Minas Gerais 70,9
Modena et al. 1983 Minas Gerais 125
Modena et al. 1984 Minas Gerais 26,7
Leite et al. 1984 Minas Gerais 1,7
Santos et al. 1985 Minas Gerais 28,4
Castro 1988 Minas Gerais 23,0
Camargos et al. 2002 Minas Gerais 38,7
Regido Sul
Kantek et al. 1982 Parana 18,3
Kantek et al. 1983 Parana 20,7
Carvalho 1994 Parana 7,0
Scarci et al. 1980 Rio Grande do Sul 19,0
Gomes et al. 1985 Rio Grande do Sul 32,6
Flores et al. 1988 Rio Grande do Sul 14,2
Flores et al. 1990 Rio Grande do Sul 20,6
Moraes et al. 1996 Rio Grande do Sul 9,2
Regido Nordeste
Téavora 1990 Bahia 16,1
Melo 1991 Pernambuco 15,1
Abreu 1994 Ceara 10,5
Melo et al. 1997 Sergipe 8,8
Simdes 1998 Paraiba 8,3
Birgel et al. 1999 Alagoas 10,6
Simoes et al. 2001 Rio Grande do Norte 51
Silva 2001 Piauf 16,9
Mendes 2002 Pernambuco 14,7
Tenorio 2003 Pernambuco 16,0
Regido Norte
Abreu et al. 1990 Acre 9,7
Abreu et al. 1990 Ronddnia 23,0
Molnér et al. 1999 Para 26,0
Carneiro 2000 Amazonas 9,6
Fernandes 2007 Tocantins 37,0
Regido Centro-Oeste
Andrade e Almeida 1991 Goias 13,2-36,5
Camargos et al. 2000 Mato Grosso do Sul 22,0
Amoril et al. 2009 Goias 7,6
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A imunodifusdo radial dupla de Ouchterlony foi sendo progressivamente padronizada
(MILLER; OLSON, 1972; MILLER; VAN DER MAATEN, 1977), e, atualmente, utilizando uma
glicoproteina (gp51) extraida, concentrada e purificada a partir do envelope do mencionado virus,
é considerada a técnica padrdo para a identificacdo de bovinos portadores de anticorpos séricos
especificos anti-VLB, demonstrando alta especificidade, adequada sensibilidade e grande
praticidade, sendo pouco dispendiosa (MAMMERICKX et al., 1976, MILLER; VAN DER
MAATEN, 1977; SHETTIGARA et al., 1986; EVERMANN et al., 1987; MAMMERICKX,
1987).

Destaque-se que, desde 1980, a utilizacdo desta prova tornou-se obrigatoria na importagdo
e exportacdo de gado, sendo adotada como teste oficial de diagnostico da Leucose Enzoética dos
bovinos pela Comunidade Econémica Européia (MILLER, 1980). Seu uso em esguemas
estratégicos de controle e/ou erradicacdo da Leucose Enzodtica dos Bovinos tem alcangado
resultados satisfatorios, consistindo, basicamente, em avaliar-se a rea¢do imunosorologica dos
animais em intervalos regulares, isolando-se ou eliminando-se 0s sororeagentes aos antigenos do
VLB, caracterizando-se a dimensdo da infeccdo, medida pela taxa de prevaléncia, e repondo-se no

plantel apenas animais sabidamente negativos (SHETTIGARA et al., 1986).
2.2 Tuberculose bovina

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa de evolucdo crbnica, causada por
micobactérias patogénicas, que provoca lesGes granulomatosas e que acomete seres humanos e
animais. No homem, a espécie normalmente associada a doenca é o Mycobacterium tuberculosis,
enguanto gque, nos animais, M. tuberculosis, M. bovis, M africanum, Mycobacterium canettii, M.
microti sdo espécies que constituem o “complexo Mycobacterium tuberculosis” (ACHA;
SZYFRES 1986; PRITCHARD 1988; CORREA; CORREA, 1992; SHINNICK; GOOD 1994,
WARDS et al., 1995, ROXO 1996, ROXO et al., 1998; JONES et al., 2000; MILTGEN et al.,
2002).

O Mycobacterium tuberculosis ¢ uma forma de transicdo entre as eubactérias e 0S
actinomicetos, que sdo germes moveis, esporulados, estritamente aerdbicos, intracelulares
facultativos, que ao microscopio podem aparecer em pares ou isolados (FIUZA DE MELO;
HIJJAR, 2004; KRITSKI, 2000).

Dentre as espécies de micobactérias nao tuberculosas (RUNYON 1959), as mais

estudadas sdo as do complexo M. avium-intracellulare (MAC) e M. kansasii (INDERLIED et
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al., 1993, EVANS et al., 1996, MIJS et al., 2002, BIET et al., 2005). M. avium é subdividido
em quatro subespécies (ssp.): ssp. avium, ssp. paratuberculosis, ssp. Silvaticum e,
recentemente, ssp. Hominissuis (MIJS et al., 2002, BIET et al., 2005). M. avium é o agente da
tuberculose em varias espécies de aves, e o complexo M. avium-intracellulare estd associado
aos quadros de linfadenites granulomatosas em suinos. As bactérias desse complexo ndo sdo
patogénicas para 0s bovinos e bubalinos, com exce¢do de M. avium ssp. Paratuberculosis,
causador da doenca de Johne (BIET et al., 2005), raramente encontrada no Brasil (RIET-
CORREA 1998, DRIEMEIER et. Al. 1999). Entretanto, provocam reacgdes inespecificas a

tuberculinizacdo, dificultando o diagndstico da tuberculose nessas espécies (BRASIL, 2003).

Historicamente, a doenca € uma das mais antigas enfermidades da humanidade. Desde
a antiguidade, a cerca de 5.000 anos A.C, ha registros de lesdes dsseas compativeis com a
tuberculose em mumias de farads e sacerdotes do Egito, cronologicamente identificadas pela
técnica da datacdo com o carbono 14 (CORREA; CORREA, 1992; ROSEMBERG, 1999).

N&o se conhece o periodo exato em que a tuberculose passou a ser uma doenga para o
homem. Acredita-se que as bactérias tenham surgido na natureza por cerca de quatro bilhdes
de anos. Acredita-se ainda que o fato dos hominideos ter invadido nichos ecoldgicos de
diversos animais a procura de alimentos, possa ter propiciado 0 contato com o
Micobacterium. O solo e a agua sdo o habitat natural de muitas micobactérias e estas ao
evoluirem, passaram por um processo de mutacdo, parasitando diversas espécies de animais.
E possivel que, em algum tempo no processo evolutivo deste microrganismo, tenha surgido
uma micobactéria precursora do Mycobacterium bovis capaz de causar a doenca em
mamiferos (KRITSKI et al., 2005).

O homem, através do contato com o meio ambiente, adquiriu habitos improprios. A
convivéncia com 0s animais através do confinamento ou em ambientes insalubres possibilitou
aos microrganismos nao-préprios ao homem, habitarem outros organismos e provocar a
doenca. Acredita-se que a tuberculose tenha sido introduzida através da cadeia alimentar. O
M. bovis ou “bacilo bovino” ¢ altamente patogénico para humanos e esta classificado dentro
do Complexo M. tuberculosis ou “bacilo humano” (CALMETTE, 1936).

Em torno de 120 mil anos a.C., 0 homo sapiens mantinha um contato mais direto com
0s animais, pois dependia dos recursos da natureza para sobreviver, comportando-se como um
cacador-coletor. Por volta de 5.000 a 8.000 a.C., ocorreu uma intensa glaciacdo que cobriu
todo norte da Europa, provocando alteracdes climaticas. A regido do Saara tornou-se desértica

e 0 norte da Europa passou a ter um clima temperado. A busca frenética por alimentos levou o
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homem e os animais a um contato mais direto, pois ambos passaram a viver as margens dos
rios, propiciando uma oferta maior de cagas e, provavelmente, o homem tenha se infectado

por um ancestral do M. bovis ao ingerir carne desses mamiferos (KRITSKI et al., 2005).

A procura constante por alimentos e os periodos de escassez propiciaram a
domesticagdo dos ancestrais de bovinos e ovinos. No ano de 7.000 a.C., com o
desenvolvimento da agricultura, passaram a existir os primeiros aglomerados urbanos e
conseqiientemente o contato mais direto das populacfes. Apenas no século XXI, por meio de
datacdo de carbono 14, identificou-se uma enfermidade 6ssea no metacarpo de um bisdo ja
extinto ha 17.000 a.C. Testes laboratoriais determinaram que esta doenca era causada por
organismos do complexo M. tuberculosis. Acredita-se que a disseminagdo tuberculosa tenha
ocorrido bem antes da domesticacdo. ApoOs este periodo, a exploracdo dos animais nos
aspectos carne e leite, passou a ser mais intensa, 0 homem comecou a ingerir o leite do gado
contaminado pelo M. bovis, o confinamento junto das casas nos periodos de inverno possa ter
favorecido o contagio por via aéreas entre o gado e homem (KRITSKI et al., 2005).

O caréater zoonotico da tuberculose animal é reconhecido universalmente, tendo sido
sistematicamente enfatizado. Admite-se que uma proporcéo significativa de casos, cerca de 2
a 8%, ocorre em pessoas Vvitimas da infec¢do pelo Mycobacterium bovis e constitui a chamada
Tuberculose Zoonética, incluida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) no grupo das
doencgas infecciosas emergentes (FREITAS, 1902; FRANCIS, 1958; COSIVI et al., 1998;
USABIAGA, 2001; RADOSTITIS et al., 2002; MELO et al., 2004; NASCIMENTO, 2005).

A possibilidade da transmissibilidade para a espécie humana foi também relacionada a
Tuberculose Caprina (GOLDEN, 1921; FERNANDES, 2002), provavelmente devido a sua
identidade etioldgica com a Tuberculose Bovina.

No Brasil, a coexisténcia da Tuberculose nas espécies humana (BRASIL, 1994),
bovina (MAPA, 2001; MELO, 1999; MELO et al., 1999; MELO et al., 2005b) e caprina
(MELO et al., 2005%b), em meio a existéncia de um mercado informal de leite
(ASSOCIA(;AO BRASILEIRA DE BUIATRIA,1998; FARINA et al., 2000; MOURA et
al.,2005) e do hébito cultural da populagdo em consumi-lo in natura, cria condi¢Ges clinico-

epidemioldgicas favoraveis a génese da Tuberculose Zoondtica.

A Tuberculose Bovina assume um carater relevante, principalmente nos paises em
desenvolvimento, ndo s6 no aspecto de saude publica, mas principalmente pela queda de
producdo do rebanho até a ordem de 18%, além de condenagdo de carcacas no abate e

implicacfes no comércio nacional e internacional de animais e seus produtos de origem
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(KANTOR, 1979; PICON et al.,, 1993; WHO, 1993; KANTOR; RITACCO, 1994;
HAAGSMA, 1995; O’REILLY; DABORN, 1995; COSIVI et al., 1998).

A Tuberculose Bovina é uma micobacteriose oportunista causada pelo Mycobacterium
bovis, bacilo aerébico do Complexo Mycobacterium tuberculosis, pertencente ao reino
Procaryotae, classe Schizomycetes, ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e
género Mycobacterium (BARKSDALE; KWANG-SHIN, 1977; JAWETZ, 1979; KANTOR,
1979; BIER, 1984).

Embora seja uma doenca cosmopolita sua concentracdo se da principalmente nos
paises em desenvolvimento, onde acomete praticamente todas as espécies, inclusive humana,
em qualquer faixa etéria, sendo 0s bovinos, caprinos e suinos mais susceptiveis do que ovinos
e equinos, que demonstram alta resisténcia natural (ROSENBERGER, 1983; BLOOD;
RADOSTIS, 1991; COSIVE et al., 1998), sendo registrada, também, em bufalos
(PORTUGAL et al., 1971) e cdes (MOTA, 1997).

Clinicamente, é de evolucdo crbnica, eventualmente aguda, em que 0s animais
acometidos manifestam emaciacdo progressiva, proliferacdes granulomatosas em forma de
nédulos (“tubérculos”), caracterizadas pelo aumento de volume de linfonodos da cabega,
pescoco e cavidades torécica e abdominal, podendo comprometer pulméo, intestino, figado,
baco, pleura e peritdnio. Entre os bovinos é comum a presenca de portadores inaparentes de
infeccbes com trés a seis semanas desde o contato inicial com o M. bovis (FRANCIS et al.,
1978). A doenca € mais freqliente nos rebanhos leiteiros, que usualmente estdo submetidos a
manejo intensivo ou semi-intensivo, principalmente quando falho em seus aspectos sanitarios,
estabelecendo prejuizos econémicos pela queda na produtividade e condenacdo de carcacas
em matadouros (ROSENBERGER, 1983; BLOOD; RADOSTIS, 1991).

Atualmente, embora muitos paises ainda ndo possuam registros regulares, observa-se
que a doenca concentra-se mais nos paises em desenvolvimento, sendo encontrada em
diferentes niveis de prevaléncia na Africa, Asia, América Latina e paises do Caribe (COSIVI
etal., 1998).

A magnitude da Tuberculose Bovina nos paises da América Latina e Caribe pode ser
visualizada no quadro 3, com destaque especial para a Bolivia com prevaléncia estimada em
13% (KANTOR; RITACCO, 1994).

No Brasil, a situacdo atual da Tuberculose ndo se encontra bem delineada,
semelhantemente a outros paises em desenvolvimento, pois 0s estudos sdo escassos € nao
sistematizados (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 1993).

Outrossim, demonstrativos epidemioldgicos oficiais (BRASIL, 1976, 1992, 1994)
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fornecem os seguintes indices de prevaléncias da doenca: 3,3% (26.698/810.317) para 0
periodo de 1967 a 76; 1,2% (44.256/3.798.893) para 1980 a 92 e 0,87% (3.615/415.517) em
1994,

A Regido Sudeste, em 1992, apresentou prevaléncia de 1,1% (4.228/381.164),
contribuindo o Estado de S&o Paulo com 2% (3.580/177.004) na formacdo desse indice, 0
maior entre os Estados da Regido.

Em 1994, a situacdo ndo foi inovadora: 0,87% de prevaléncia (2.095/239.750) das
tuberculinizacdes praticadas na Regido, mantendo-se Sdo Paulo na liderangca com 2,1%
(1.547/74.375) sobre os demais Estados.

InformacBes sobre prevaléncia de bovinos que reagiram positivamente a
tuberculinizacdo no Estado de Sao Paulo, fornecidas gentilmente por meio de planilhas nédo
consolidadas (ABE, 1999)*, demonstram, comparativamente ao ano de 1994, recrudescimento
significativo da doenca no Estado em 1995, 1996, 1997 e 1998,: 1,80% (960/54.378), 1,70%
(1.311/75.915), 1,59% (1.320/82.865) e 1,63% (1.106/67.927), respectivamente.

No Brasil, as notificacdes oficiais da Tuberculose Bovina indicam uma prevaléncia
média nacional de 1,5% (IBGE/DAS, 1998; BRASIL, 2001), no periodo de 1989-98.

Entretanto, um estudo de prevaléncia realizado em varios rebanhos leiteiros do Estado
de S&o Paulo demonstrou que 20% das vacas (153/766), sendo 114 positivas e 39 suspeitas,
reagiram ao alergoteste cutaneo, com variacdo de 0% a 62,5%, destacando-se algumas taxas
elevadas de 31,6%, 50% e 53,3 (MELO, 1999).

Quadro 3 — Prevaléncia de animais tuberculosos na América Latina e Caribe, 1991.

Cuba 0,000%
Uruguai 0,010%
Venezuela 0,015%
Costa Rica 0,080%
Paraguai 0,200%
Peru 0,600%
Argentina 1,000%
Brasil 1,000%
Coldmbia 2,600%
México 2,600%
Chile 2,900%
Equador 3,400%
Bolivia 13,000%

Dados processados a partir de levantamentos parciais, exceto Cuba.

! ABE, S. Comunicacéo pessoal. Sdo Paulo: Setor de Vigilancia Zoosanitario do Servico de Sanidade Animal
da Delegacia Federal de Agricultura e Abastecimento em S&o Paulo, 1999.
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Em Pernambuco, dados ndo consolidados, tabulados a partir de relatérios enviados por
veterinarios que atuam em varios municipios do Estado, catalogados na Delegacia Federal em
Pernambuco / Secdo de Sanidade Animal, evidenciaram que a prevaléncia média da
Tuberculose Bovina foi de 5,7% (9.93/17.248). (MAPA, 2004).

Recentemente, ainda em Pernambuco (MELO et al., 2005), de 22 vacas submetidas ao
TCC, 3 (13,6%) reagiram positivamente.
Os dados oficiais sobre a tuberculose bovina no Brasil encontra-se esquematizados no

quadro 4.

O diagnostico da Tuberculose dos Bovinos é estabelecido pelo exame clinico dos
animais, coadunando-se parametros da anamnese (histdrico do caso) e fisicos (sintomas) com
exames complementares, que incluem os testes tuberculinicos e 0s exames anatomo-
patoldgicos (post mortem e histopatoldgicos) e bacterioldgicos, bem como pela interpretacéo
dos achados epidemioldgicos (DIRKSEN et al., 1993; OPAS, 1962).

Técnicas menos laboriosas para a identificacdo precoce de bovinos tuberculosos tém
sido estudadas com relativa freqiiéncia: Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR), que permite
a identificacdo do M. bovis em amostras de tecido ou fluidos corporais (BAI et al., 1994;
DIAZ, 1994; LIEBANA et al., 1995; RODRIGUEZ et al., 1995; WARDS et al., 1995);
ELISA, o mais promissor dos testes sorolégicos mas que necessita de padronizacdo prévia da
resposta imuno-humoral de animais infectados (DANIEL, 1989; O’-LOAN et al.,1994;
SAEGERMAN et al., 1995; HERNANDEZ-DE-ANDA et al.,1996; GOFF et al., 1996);
Fixacdo de Complemento (BIER, 1984; DOMINGO et al., 1995; WHIPPLE et al., 1995);
Imunofluorescéncia, Aglutinacdo Bacteriana Direta, Precipitina e Testes de Hemaglutinagédo
(BIER, 1984; BLOOD; RADOSTIS, 1991), que tém pouco valor para uso na rotina.

Anergia as tuberculinas em bovinos, aspecto importante no estudo da epidemiologia
da tuberculose, tem sido motivo de investigacdes. Admite-se que infeccdo muito precoce
(LEGG; MAUNDER, 1941), doenca em estagio muito avancado, caracterizado por lesdes em
fase de cura ou alteracdes imunopatologicas (KLEEBERG, 1960), estresse associado ao parto,
infeccdo intercorrente, malnutricdo, exaustdo e transporte (LEGG;MAUNDER, 19402Db;
MAUNDER, 1948) podem reduzir o grau de reatividade dos testes tuberculinicos e,

conseqiientemente, possibilitar aparecimento de falso-negativos em alguns rebanhos.
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Fonte |[ 1990 |{ 1991 || 1992 || 1993 || 1994 || 1995 || 1996 || 1997 |[Média]

|Item ||

Rebanho bovino brasileiro (milhdes de IBGE 140 || 143 || 146 || 148 || 150 || 153 || 156 || 158 || 149
cabecas)

Vacas ordenhadas (milhdes de cabecas) IBGE 13,6 || 13,6 || 13,7 || 13,7 || 13,7 || 13,8 |[ 13,8 || 13,8 || 13,7
gc‘)’sbeesr)c”"”ap“’d”z'da(m"hoesde LARA || 1,00 0,89 || 0,89 || 0,99 || 0,84 || 1,27 || 1,52 || 1,20 || 1,05
% dose tuberculina/rebanho brasileiro [[IBGE/LARA(|| 0,7% || 0,6% (| 0,6% |[ 0,7% || 0,6% |[ 0,8% || 1,0% |[ 0,7% || 0,7%
% dose tuberculina/vacas ordenhadas |[|IBGE/LARA|| 7,4% || 6,5% || 6,5% || 7,2% || 6,1% || 8,5% ||11,0%|| 8,0% || 7,7%
TuberculinizagGes notificadas DAS 0,39 || 0,39 || 0,55 || 0,42 || 0,41 || 0,37 || 0,45 || 0,36 || 0,42
(milhdes)

% Tuberculinas notificadas DAS/LARA|| 39% || 44% || 62% || 43% || 49% || 32% || 30% || 32% || 40%
% Tuberculinas positivas ou suspeitas DAS 1,15%(|1,24%)](1,68%||1,34%||1,22%)][1,05%||1,31%/||1,40%)](1,30%
Numero de cabegas positivas ou DAS  ||3.332||4.830][9.026 ||5.692(|5.071||3.918 || 5.937|5.011 || 5.352
suspeitas

Animais oficialmente abatidos DAS 668 (| 542 || 148 || 455 || 511 || 454 || 621 || 207 || 451
0 . . .

* Animals positivos ou suspeitos DAS || 20% || 12% || 2% || 8% || 10% || 12% || 10% || 4% | 8%
abatidos

Estimativa oficial para rebanho

brasileiro: milhdes de cabecas positivas || IBGE/DAS || 1,4 || 1,4 1,5 1,5 1,5 15 || 1,6 1,6 1,5
0u suspeitas

Com essa preocupacao, pesquisadores brasileiros tém estudado o teste de Stormont

(tuberculinizacdo dupla) comparativamente as técnicas convencionais de tuberculinizacdo
(tuberculinizacdo Unica, simples e comparada). LANGENEGER; HERRMANN (1994) néo

recomendaram Stormont como teste de rotina devido a limitagBes técnicas, pela discrepancia

de resultados naqueles bovinos que manifestam reacGes imunoalérgicas clinicamente

suspeitas, e operacionais, ao exigir trés visitas do veterinario as propriedades, uma a mais do a

técnica simultanea. MEGID et al., (1996), ao testaram 138 bovinos pelas duas provas,
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concluiram que o teste Stormont, apesar de demonstrar maior sensibilidade ao detectar mais
precocemente bovinos positivos, apresentou menor especificidade pelo aparecimento de
reacOes falso-positivas. WHIPPLE et al., (1995) também ja havia avaliado que resultados
discrepantes com as técnicas convencionais nao justifivam a utilizacdo de Stormont como
teste de rotina.

Apesar dos avangos alcangados com o uso de técnicas diagnosticas alternativas, 0s
testes tuberculinicos tém sido a base de praticamente todos 0s programas sanitarios voltados a
identificacdo nos rebanhos de bovinos com provaveis infeccBes incipientes, pela
hipersensibilidade que apresentam trés a seis semanas apds a infeccdo com o bacilo da
tuberculose, caracterizada por uma resposta organica ou rea¢do imunoalérgica do tipo celular
mediada por linfocitos e macréfagos (FRANCIS et al., 1978; MONAGHAN et al., 1994).
Esse estado de hipersensibilidade tardia dos bovinos, previamente expostos ao bacilo da
tuberculose, as tuberculinas bovina e aviéria pode ser detectavel clinicamente pelo aumento
de volume, frequentemente doloroso, no local da aplicagdo das tuberculinas (BLOOD;
RADOSTIS, 1991; ROSENBERGER, 1993; LANGENEGGER; HERRMANN, 1994).

As técnicas de tuberculinizacdo mais difundidas no Brasil, preconizadas pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 1968) e Centro Panamericano de Zoonose
(CEPANZO, 1988) sdo intradérmica simples (caudal e cervical), com o uso exclusivo da PPD
bovina, para fins de triagem do rebanho, e a intradérmica simultdnea, com o emprego das
PPDs bovina e aviaria, para a deteccdo de reacdes inespecificas, possuindo especifidade entre
92% e 99% e sensibilidade entre 72% e 78% (FRANCIS et al., 1978; OMS, 1992).

ReacOes inespecificas ocorrem devido a possivel interferéncia de micobactérias
atipicas (MONAGHAN et al., 1994), como M. intracellulare e M. scrofulaceum, presentes
particularmente na regido Sudeste do Brasil (CASTRO; NEMOTO, 1972; LANGENEGGER;
LANGENEGGER, 1976; LANGENEGGER et al., 1981). Deve-se ressaltar que,
freqlientemente, tém-se isolado micobactérias de lesdes tuberculdides em suinos (CORREA,;
CORREA, 1973; LANGENEGGER, 1973; LANGENNEGER; LANGENNEGER, 1974;
LANGENEGGER, 1975; ALFREDSEN, 1993), credenciando esta espécie como importante
sentinela epidemioldgica da presenca de micobacterioses no meio rural.

Atualmente, as diretrizes de diagndstico e de procedimentos sanitarios relativos a
Tuberculose Bovina estdo dispostas legalmente em uma séria de medidas, sendo as de maior
relevancia contidas na Instrucdo Normativa N° 2, de 10 de Janeiro de 2001, que instituiu o
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal

(PNCEBT) e na Instrucdo Normativa N° 06, de 08 de Janeiro de 2004, que aprovou o
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Regulamento Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006). Este regulamento técnico estabelece

normas de procedimentos que vao desde o diagnostico da Tuberculose (e da Brucelose),

realizado por médicos veterinarios habilitados, até os procedimentos aplicados aos animais

reagentes positivos aos testes de diagnostico para Brucelose ou Tuberculose.

O PNCEBT foi concebido com o propdsito fundamental de baixar a prevaléncia e a

incidéncia da tuberculose, assim como da brucelose, nas espécies bovina e bubalina, com

vistas a:

melhorar o padréo sanitario dos produtos de origem animal, principalmente do
leite e derivados, e para agregar valor aos produtos da pecuaria;

aumentar a oferta de produtos de baixo risco para a satde publica.

Sendo sua estratégia organizacional e de mobilizacédo pautada em:

definir o papel dos érgdos publicos de defesa e inspecdo sanitaria animal no
combate a brucelose e a tuberculose animal;

integrar os 6rgdos publicos de defesa e inspecdo sanitaria animal com o0s
pecuaristas, com instituicbes de ensino ou pesquisa, com médicos veterinarios
que atuam no setor privado e com laboratérios ndo pertencentes a rede do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA;

avaliar a qualidade e eficicia das medidas, bem como na identificacdo de pontos
criticos do programa, mediante aces de monitoramento e fiscalizacdo do servico

de defesa oficial, em colaboracdo com o servico de inspecédo oficial,

Tem seus objetivos baseados:

na certificacdo de propriedades livres ou monitoradas de tuberculose;

no controle do transito de animais, inclusive exposicoes, feiras, leildes ou outras
aglomeracdes de animais;

na padronizacdo de acdes, dos meétodos de diagnostico, dos instrumentos
profilaticos e do apoio laboratorial utilizados;

na capacitacdo e habilitacdo de médicos veterinérios;

no controle da distribuicé@o (servico de defesa oficial), aquisi¢éo e relatérios de
utilizacdo (médicos veterinarios habilitados e a instituicbes de ensino ou

pesquisa) das tuberculinas PPD bovina e aviéria.

Sendo o diagnostico estabelecido pelo:

Teste Cervical Simples (TCS), que € o teste de rotina recomendado;
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Teste Cervical Comparativo (TCC), é o teste confirmatorio utilizado em animais
inconclusivos ao Teste Cervical Simples e reagentes ao Teste da Prega Caudal;
Teste da Prega Caudal (TPC), que pode ser utilizado como teste de rotina, em

estabelecimentos, exclusivo, na pecuéria de corte.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

v" Avaliar a intercorréncia entre leucose enzodtica e tuberculose em rebanhos bovinos

leiteiros em municipios do Estado de Pernambuco.

3.2 Objetivos especificos

v Determinar a frequéncia da leucose enzodtica e da tuberculose em rebanhos bovinos

leiteiros;

v" Avaliar a intercorréncia entre a leucose enzodtica e a tuberculose em rebanhos bovinos

leiteiros.

v Avaliar a correlacdo entre a Leucose Enzodtica, a Tuberculose dos Bovinos, a

Leucometria e linfocitometria entre os bovinos estudados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Local de Desenvolvimento e perfil da populacéo

A pesquisa foi realizada nas diversas Mesorregides e Municipios do Estado de
Pernambuco, utilizando 15 rebanhos, formado por bovinos, distribuidos da seguinte forma
(Figura 1):

- Mesorregido Metropolitana do Recife: trés rebanhos localizados nos Municipios de
Recife (um) e Camaragibe (dois).

- Mesorregido Mata Pernambucana: dois rebanhos localizados em Municipios da
Microrregido da Mata Setentrional Pernambucana: Municipios: Itambé (um) e Paudalho (um);
e um rebanho localizado na microrregido Vitoria de Santo Antdo: Municipio: Vitoria de Santo
Antéo (um).

- Mesorregido Agreste Pernambucano: cinco rebanhos localizados no Municipio de
Belo Jardim (trés), e um rebanho localizado no Municipio de Canhotinho, na Microrregido de
Garanhuns:

- Mesorregido Sertdo Pernambucano: quarto rebanhos localizado no Municipio de
Arcoverde, na Microrregido do Sertdo do Moxoto:

O tipo de manejo nas Mesorregides era semelhante, incluiam criacbes semi-extensivas,
onde os animais eram confinados apenas para se alimentar e serem ordenhados, depois soltos
no pasto, as ordenhas eram manuais ou mecanicas, e eram executadas uma ou duas ordenhas
dirias.

Quanto aos aspectos nutricionais, 0s animais alimentavam-se de pasto nativo e/ou
cultivado, alguns eram alimentados com palma forrageira e recebiam suplementagdo com
concentrado, cevada, casca de mandioca ou torta de algodéao e sal mineral. O fornecimento de
agua nestas criagdes era feito através agudes, cacimbas e po¢os. Em relacdo as instalagoes, a
maioria era inadequada, pisos irregulares e/ou pedregosos, a desinfeccdo mostrava-se
insuficiente; os cochos ndo eram individuais, a agua ndo era corrente, favorecendo a
disseminacéo de doencas.

O intenso fluxo entre as propriedades, a assisténcia médico-veterinaria deficiente ou
ausente, a auséncia de medidas sanitérias eficazes (vermifugacdo, vacinacdo, isolamento de
animais suspeitos, quarentena para 0s recém-adquiridos) sdo fatores que evidenciam as falhas

no manejo das criacoes.
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4.2 Perfil das Amostras

Com o objetivo de maximizar a utilizacdo do material biolégico colhido, considerando
0s custos financeiros da pesquisa e escassez de informacdes sobre as doencas de importancia
clinico-epidemioldgica, o tamanho da amostra foi estabelecido em funcdo de alguns critérios
epidemioldgicos, como tipo de exploracdo, categoria animal e a area geografica, utilizando-se
a técnica de amostragem preconizada pelo Centro Panamericano de Zoonoses (CEPANZO,
1988) e pelo Centro Panamericano de Febre Aftosa (1979), relacionados ao estudo de
prevaléncia das enfermidades crénicas infecciosas.

Foram selecionados propriedades, com efetivos médios em torno de 30 cabecas,
submetidos a praticas de manejos semelhantes, criados em regime semi-extensivo ou
extensivo, com limitados recursos técnicos e intensa rotatividade de animais.

O numero de animais examinados foi estabelecido pela formula:

._  p(100-p)g’
(p /100)

Em que:

n’ = nimero de amostras a serem testadas em uma populacao infinita;

taxa de prevaléncia estimada da infecgéo por VLB;

p
g = fator determinante do grau de confianca (1,96°=4);

= margem de erro admissivel.

Com base em resultados preliminares (TENORIO, 2003), foi estabelecido 16,0% como
a prevaléncia minima estimada da infeccdo por virus da leucose bovina na populacéo a ser
examinada, admitindo-se uma margem de erro de 20%, depositando-se nesse resultado um
grau de confianca de 95%.

Desta forma, obteve-se, 0 nUmero minimo de amostras a serem testadas:

n’ = 525 amostras
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4.3  Calculo das taxas de prevaléncia

As taxas de prevaléncia da infecgdo, globalizadas e por rebanho, foram estabelecidas

empregando-se a férmula:

p= " 100%

n’(ou n)

Em que:

nr = ndmero de amostras que reagiram positivamente na populacdo examinada;
n’=namero total de bovinos testados dos 15 rebanhos;
n = nimero de bovinos testados no rebanho.

4.3 Colheita e Processamento das Amostras

As amostras foram colhidas por meio de venopuncao da jugular, apds anti-sepsia com
solucdo de alcool iodado a 2% e com auxilio de agulha descartavel 40 x 16 mm, sendo
acondicionadas em tubos de ensaio estéreis que permaneceram inclinados e em repouso para
facilitar a retracdo do coagulo até o processamento laboratorial. Foram centrifugadas durante
15 minutos com forca real de centrifugacdo igual a 5000G (gravidade) e o soro obtido foi
transferido para tubos plasticos e armazenado em freezer a — 20° C.

As amostras foram examinadas sorologicamente para LEB no Laboratorio de Pesquisa

em Clinica de Grandes Animais do Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE.

4.4  Diagnostico da Tuberculose

Foi realizada a tuberculinizacdo intradérmica cervical simultanea (teste cervical

comparativo ou prova dupla comparada) com o objetivo de detectar bovinos com
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sensibilidade ou hipersensibilidade retardada as tuberculinas PPD aviéria e bovina®. Este
estado imune, caracterizado por reagdes imunoalérgicas mediadas por linfocitos T e
macrofagos (BIER, 1984), é indicador de provaveis portadores de infeccdes incipientes
(ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUDE, 1968; ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUDE, 1997).

Clinicamente, essas reacGes imunoalérgicas manifestadas pelos bovinos
tuberculinizados foram avaliadas pela inspecdo, palpacdo e cutimetria, atentando-se para
possiveis aumentos de volume, sensiveis e de consisténcia firme, nos locais de inoculagdo das
tuberculinas (ROSENBERGER, 1983; BLOOD e RADOSTIS, 1991; DIRKSEN et al., 1993;
OPAS, 1997).

O resultado final do teste foi estabelecido, decorridos 72 horas ap6s a inoculacdo das
tuberculinas, pelo célculo da diferenca da espessura da dobra da pele antes e apds a
inoculagéo, comparando-se com os valores de referéncia recomendados pelo Departamento de
Defesa Animal, em seu Regulamento Técnico do Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (BRASIL, 2006).

Quadro 5 — Valores de referéncia para a interpretacdo do teste tuberculinico pela técnica
intradérmica simultanea.

Reacdo a tuberculina Diferenca ( mm) Resultado
A bovina 2,0 negativo
A bovina < A aviaria <0 negativo
A Bovina > A aviaria 00al9 negativo
A bovina > A aviéria 2,0a39 inconclusivo
A bovina > A aviaria 4,0 positivo

"Bovinos com dois resultados inconclusivos (suspeitos) consecutivos serdo classificados reagentes positivos.

4.6  Diagnostico da Leucose Enzodtica

Empregou-se a técnica da Imunodifusdo em gel de agar (IDGA) ou Radial Dupla de
Ouchterlony (MILLER e VAN DER MAATEN, 1975; MILLER e VAN DER MAATEN,

1977; BIRGEL, 1982), reconhecida mundialmente para deteccdo de anticorpos séricos

! Tuberculinas bovina e aviaria; 2Antigeno para diagnéstico de Leucose Enzoética Bovina - Produgao:
Laboratério Tecpar — PR; Controle de qualidade: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
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especificos anti-VLB, por meio de um substrato de difusdo gelatinoso, utilizando o antigeno
glicoprotéico (gp 51), extraido do envelope do Virus da Leucose Bovina.

4.7  Exames Hematologicos

Com o objetivo de caracterizar a resposta leucocitaria foram realizados leucogramas
de todos os bovinos examinados, empregando métodos e técnicas classicamente publicados na
literatura (KANEKO, 1973; FERREIRA NETO, 1978; BIRGEL et al., 1982; COLES, 1984;
JAIN, 1993; GARCIA-NAVARRO E PACHALY, 1994; VALLADA, 1999 ; SCHALM,
2000).

O leucograma foi estabelecido em funcdo das contagens total e diferencial de
leucdcitos, dando-se énfase as alteragdes linfocitarias quantitativas (linfocitose persistente) e
morfoldgicas (atipias).

Inicialmente, para a contagem dos leucdcitos totais, foi realizada a diluicdo da solucao
com um pipetador automatico de 20 microlitros: foram colocados 0,4 mililitros do fluido
diluidor de Tirk (solucdo de &cido acético glacial 2%, a qual foi adicionado 1 ml de uma
solugdo aquosa de violeta de genciana 1%) em tubos de cinco mililitros (tipo vacutainer);
apos homogeneizacdo da amostra de sangue, este foi aspirado com o pipetador automatico e
colocado no tubo contendo o fluido diluidor de Tirk; parte do contelido, homogeneizado por
dois minutos, foi pipetado para preenchimento da cAmara de Neubauer. Finalmente, apos
breve repouso do sistema montado, foram contados os leucdcitos contidos nos quatro
milimetros angulares, multiplicando o valor encontrado por 50*. O resultado foi expresso em
leucdcitos/mm3 de sangue.

A contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada confeccionando-se esfregacos
sanguineos de todos 0s bovinos examinados, apos o0s cuidados convencionais para limpeza e
desengorduracdo das laminas. Foi utilizada a técnica de coloracéo rapida, empregando-se 0
conjunto de corantes Instant Prov, que é um corante pandptico para coloracdo diferencial dos
elementos figurados do sangue (COELHO, 1964; IOVINE; SELVA, 1975; LILLIE;
CONNLS, 1977; LILLIE; CONNLS, 1981; LIMA, 1992; SILVA; HASHIMOTO, 1999).

! Fator de Multiplicagdo = PCxD\ AC = 10 x 20\ 4; PC = Profundidade da Camara (10); D = Dilui¢do (1:20) e
AC = Area Contada (4).
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A técnica de coloracdo consistiu dos seguintes procedimentos: as laminas foram
submersas, uma a uma, no corante instant prov |, pelo tempo de aproximadamente cinco
segundos, deixando-as escorrer, também, por cinco segundos; em seguida, de forma
semelhante, foram submersas sucessivamente no instant prov Il e no instant prov IlI.
Finalmente, os esfregacos corados foram submetidos demoradamente a lavagem em &gua

corrente abundante.

4.8 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados no pacote estatistico SPSS para Windows
Versdo 13.0 (Sampaio, 2007), considerando um nivel de significancia de 5% (p<1).

Inicialmente foi procedida a analise de contigéncia usando-se o teste qui quadrado
para verificar a existéncia de dependéncia entre as varidveis Leucose Enzodtica dos Bovinos
(LEB) e Tuberculose Bovina (TB). Neste caso, quando o valor de p fosse menor do que 5%
rejeitar-se-ia a hipotese de independéncia, indicando existéncia de relacdo (associacao) entre
essas duas variaveis.

Na sequéncia, para testar a diferenca entre as médias das variaveis leucometria e
linfocitometria, com relacdo aos grupos positivo e negativo das variaveis LEB e TB, foi

utilizado o teste de Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 662 animais, 612 foram avaliados imunoalergicamente, através do teste de
tuberculinizagdo, com exce¢do dos animais dos rebanhos 11 e 12, que ndo realizaram o
diagnostico imunoalérgico para tuberculose. Entretanto, as 662 amostras foram analisadas
sorologicamente e hematologicamente, realizando-se 1.324 testes: 662 pela técnica de
Imunodifusdo dupla em gel de agarose (IDGA) e 662 pelo leucograma com a contagem total e
diferencial dos leucocitos.

5.1 Relacionados as Prevaléncias da Leucose Enzodtica Bovina

A prevaléncia de bovinos reagentes a imunodifusdo nos 15 rebanhos examinados foi
32,1% (213/662), coeficiente para o qual a maioria dos rebanhos contribuiu com bovinos
portadores de anticorpos anti-VLB, com exce¢do dos rebanhos 11 e 13 que ndo apresentaram
animais sororreagentes (Tabela 1). Na tabela 1 observa-se, também, que a distribuicdo dos
indices de freqiiéncia de animais reagentes a infeccdo nos municipios, em ordem decrescente,
foi: Itambé 53,3% (24/45); Belo Jardim 41,9% (76/181); Paudalho 38,8% (47/121);
Camaragibe 25,9% (34/131); Arcoverde 24,1% (22/91); Recife 16,6% (2/12); Canhotinho
16% (8/50) e Vitdria de Santo Antéo 0,0% (0/31).
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Tabela 1 - Distribuicdo das taxas de prevaléncia de bovinos sororreagentes a imunodifusao
para Leucose, em rebanhos leiteiros criados no Estado de Pernambuco.

Rebanho Municipio Leucose Enzodtica Bovina
Positivos  Inconclusivos Negativos Total
(%) (%) (%)
1 Paudalho 47 (38,8) - 74 (61,1) 121
2 Arcoverde 12 (31,5) - 26 (68,4) 38
3 Arcoverde 1(7,6) - 12 (92,3) 13
4 Belo Jardim 16 (38,0) - 26 (61,9) 42
5 Arcoverde 4 (30,7) - 9 (69,2) 13
6 Arcoverde 5 (18,5) - 22 (81,4) 27
7 Camaragibe 19 (29,6) - 45 (70,3) 64
8 Recife 2 (16,6) - 10 (83,3) 12
9 Camaragibe 15 (22,3) - 52 (77,6) 67
10 Itambé 24 (53,3) - 21 (46,6) 45
11 Canhotinho 0(0,0) - 17 (100) 17
12 Canhotinho 8(24,2) - 25 (75,7) 33
Vitdria de
13 Santo Antio 0(0,0) - 31 (100,0) 31
14 Belo Jardim 48 (47,5) 7(6,9) 46 (45,5) 101
15 Belo Jardim 12 (31,5) 3(7,8) 23 (60,5) 38
Total 213 (32,1) 10 (1,5) 439 (66,3) 662

Os critérios preconizados por Shettigara et al., (1986) permitiram avaliar que a maioria
dos rebanhos (46,7% - 7/15), conforme demonstrado na Tabela 2, apresentou taxas de
prevaléncia classificadas como de alta intensidade (R1, R2, R4, R5, R10, R14 e R15), média
33,3% (5/15) (R6, R7, R8, R9 e R12), e apenas trés deles (R3, R11 e R13), ou seja, 20,0%
(2/15) apresentaram prevaléncia com classificacao baixa.

Tabela 2 — Distribuicdo das frequéncias de prevaléncia de bovinos sororreagentes a

imunodifuséo para Leucose, segundo a intensidade das taxas de prevaléncia.

Intensidade de Prevaléncia® Frequéncia (%)
Baixa (0 — 10 %) 20,0% (3/15)
Média (10 - 30 %) 33,3% (5/15)
Alta (> 30 %) 46,6% (7/15)
TOTAL 15 (100)

IShettigara et al., 1986.

Os resultados obtidos demonstram que a LEB mantém-se em indices
significativamente crescentes desde o inicio da década de 90, quando se detectou pela
primeira vez bovinos portadores de anticorpos anti-VLB (MELO, 1991), como um dos
problemas sanitarios mais relevantes para os rebanhos do Estado de Pernambuco, na medida

em que sua prevaléncia de intensidade alta (32,1 % - 213/662) caracterizou-se como crescente
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em relacdo as taxas encontradas por Melo (1991), por Mendes (2002) e Tendrio (2003), que
foram de 15,1 % (67/443), 14,6% (39/266) e 16% (96/600), respectivamente, a0 examinarem
amostras séricas procedentes de diversos rebanhos de bovinos leiteiros das quatro
mesorregides do Estado de Pernambuco.

Os percentuais de animais positivos para LEB encontrados no presente estudo foram
superiores com inquéritos soroldgicos realizados em outros Estados do Nordeste: Piaui
(16,9% - SILVA, 2001); Rio Grande do Norte (5,1 % - SIMOES et al., 2001); Alagoas
(10,6% - BIRGEL et al., 1999); Paraiba (8,3 % - SIMOES, 1998):; Sergipe (8,8% - MELO et
al., 1997); Ceara (10,5 % - ABREU, 1993) e Bahia (16,1% - TAVORA, 1990). Entretanto,
foram compativeis aos resultados encontrados por (ALENCAR FILHO, 1978; ALENCAR
FILHO et al., 1979; LEITE et al., 1980; LIMA et al., 1980; MODENA, 1981; ROMERO;
ROWE, 1981; MODENA et al., 1984; SANTOS et al., 1985; BIRGEL et al., 1988a; BIRGEL
et al., 1988b; CASTRO, 1988; BIRGEL JUNIOR et al., 1990; D’ANGELINO, 1991;
BIRGEL et al., 1991; BIRGEL et al., 1994; BIRGEL JUNIOR et al., 1995; BIRGEL et al.,
1996; D’ANGELINO et al., 1998; MELO, 1999; MOLNAR et al., 1999; CAMARGOS et al.,
2002). E inferiores aos resultados obtidos por FLORES et al., 1988 e MORAES et al., 1996
(Rio Grande do Sul); CARVALHO, 1994 (Parand); BIRGEL et al., 1994/1996 (Sao Paulo);
MODENA et al., 1983; e LEITE et al., 1984 (Minas Gerais); CARNEIRO, 2000 (Amazonas);
e ABREU et al., 1990 (Acre e Rondonia).

A diferenca observada na intensidade das taxas de prevaléncia entre os rebanhos
examinados nesta pesquisa esteve associada, possivelmente, aos fatores classicos de
influéncia relacionados fundamentalmente ao manejo, na génese da doenga e em sua dinamica
clinico-epidemioldgica.

De um modo geral, a intensidade das prevaléncias variou em funcdo do refinamento
racial ou do grau de mesticagem dos rebanhos. Os rebanhos tenderam a apresentar taxas com
variacdo de média a alta intensidade, constituidos por animais com fenotipos de Girolandos

Reconhece-se a ragca como um atributo que interage em condi¢fes naturais, de forma
indissociavel, com as normas de criagdo. Classicamente, tém-se estabelecido que a doenca
ocorre mais no gado leiteiro refinado (racas leiteiras) por ser manejado de forma mais
intensiva, que origina lotacdo exagerada das criacdes, além de ser submetido a manipulagdes
tecnoldgicas, que mal aplicadas, facilitariam a transmissdo horizontal (principalmente as
formas iatrogénicas) ou vertical (transplacentéria) do VLB.

A introducdo de animais importados de outros estados, principalmente das regides Sul e

Sudeste, especialmente de S&o Paulo e de Minas Gerais, onde predominam altas taxas de
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prevaléncia da leucose certamente, € um dos fatores de influéncia na elevacao da positividade
da maioria dos rebanhos examinados neste estudo, especialmente devido a auséncia de uma
legislacdo vigente que obrigue a realizacdo de exames de LEB, uma vez que esses estados,
sabidamente, apresentam significativas taxas de prevaléncia da LEB, com valores médios de
38,0 %, podendo variar, em algumas situacdes, de 26,7 a 70,9 % (ALENCAR FILHO,1978;
ALENCAR FILHO et al., 1979; LIMA et al.,1980; LEITE et al., 1980; MODENA, 1981,
MODENA et al., 1983; BIRGEL et al., 1988a; BIRGEL et al., 1988b; BIRGEL JUNIOR et
al., 1990; D’ANGELINO, 1991; BIRGEL et al., 1991; BIRGEL JUNIOR et al., 1995;
D’ANGELINO et al., 1998; MELO, 1999; CAMARGOS et al., 2002; AZEDO, 2007).

O rodizio intenso de animais nesses rebanhos e a inadequacdo do manejo sanitario
podem, por falha de execucdo, ter condicionado uma maior disseminacdo da infeccdo. Esses
aspectos do manejo atuam como fatores de risco, que predispem a proliferacdo da infeccédo
pela transmisséo iatrogénica do VLB, como tratamento sistémico, colheitas e transfusdes de
sangue, praticas inadequadas de vacinagdo, vermifugacdes, castracGes e descornas, palpacao
retal (ROSENBERGER, 1961 e 1968; WILESMITH, 1980; BIRGEL et al., 1982;
BRIGHTLING; RADOSTITS, 1983; LORENZ; STAUB, 1987; HOSPKINS; DIGIACOMO,
1997).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a disseminagéo da LEB nos 15
rebanhos estudados, considerando-se a semelhanga do manejo implementado na maioria
deles, ocorreu, provavelmente, pelo intenso fluxo de animais entre os rebanhos, bem como
pela introducdo de animais importados de outros Estados sem obedecer a rigidos critérios de
sanidade, principalmente na Regido Sudeste, destacando-se S&o Paulo e Minas Gerais, que
apresentam historicamente elevados indices da LEB (GOMES et al., 1985; BIRGEL et al.,
1988a; BIRGEL JUNIOR et al., 1990; D’ANGELINO, 1991; MELO, 1999). Soma-se a isso 0
desconhecimento dos produtores sobre a doenca, assisténcia médico-veterinaria deficiente,
além dos efeitos negativos advindos da desestruturacdo de oOrgdos oficiais do Estado
envolvidos com a sanidade animal, ndo havendo efetivo para a erradicacdo desta enfermidade,

interferindo de forma negativa na produtividade dos rebanhos.
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5.2 Relacionados a Tuberculose Bovina

A prevaléncia de bovinos imunoalérgicos positivos a tuberculinizagcdo nos 13 rebanhos
examinados foi 14,0% (86/612), coeficiente para o qual 77,0% (10/13) dos rebanhos
contribuiram com pelo menos um animal positivo, com excecdo dos rebanhos 5, 7 e 13 que
ndo apresentaram animais positivos (Tabela 3). Na tabela 3 observa-se, também, que a
distribuicdo dos indices de frequéncia de animais reagentes a infeccdo em Pernambuco, nos
municipios, em ordem decrescente, foi: Paudalho 30,0% (36/121); Itambé 20,0% (9/45);
Arcoverde 14,2% (13/91); Camaragibe 9,2% (12/131); Belo Jardim 8,3% (15/181); Recife
8,3% (1/12); e Vitoria de Santo Antdo 0,0% (0/31). A distribuicdo dessas vacas reagentes ao
teste da tuberculina, positivas e inconclusivas, em praticamente todos os rebanhos
examinados, com excecéo de trés rebanhos (R5 e R7 positivo), (R9 e R10 — inconclusivo) e o
Rebanho 13 que ndo apresentou nenhum animal positivo e inconclusivo, é uma evidéncia
clinico-epidemioldgica da ampla disseminacao da infec¢do pelo M. bovis na regido estudada
(Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das taxas de prevaléncia de bovinos reagentes a tuberculinizacdo em

rebanhos leiteiros criados no Estado de Pernambuco.

Rebanho Municipio Tuberculose
Positivos  Inconclusivos Negativos Total
(%) (%) (%)
1 Paudalho 36 (29,7) 17 (14,0) 68 (56,1) 121
2 Arcoverde 10 (26,3) 5(13,1) 23 (60,5) 38
3 Arcoverde 2 (15,3) 4 (30,7) 7 (53,8) 13
4 Belo jardim 1(2,3) 24,7 39 (92,8) 42
5 Arcoverde 0(0,0) 2 (15,3) 11 (84,6) 13
6 Arcoverde 1(3,7) 2(7,4) 24 (88,8) 27
7 Camaragibe 0 (0,0) 7 (10,9) 57 (89,0) 64
8 Recife 1(8,3) 2 (16,6) 9 (75,0) 12
9 Camaragibe 12 (17,9) 0(0,0) 55 (82,0) 67
10 Itambé 9 (20,0) 0 (0,0 36 (80,0) 45
11 Canhotinho NR NR NR NR
12 Canhotinho NR NR NR NR
Vitdria de

13 Santo Ant3o 0(0,0) 0 (0,0) 31 (100) 31
14 Belo Jardim 11 (10,8) 11 (10,8) 79 (78,2) 101
15 Belo Jardim 3(7,8) 1(2,6) 34 (89,4) 38

Total 86 (14,0) 53 (8,6) 473 (77,2) 612

NR = ndo realizado.
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Os critérios preconizados por Shettigara et al., (1986) permitiram avaliar que a maioria
dos rebanhos 53,8 % (7/13), conforme demonstrado na Tabela 2, apresentou taxas de
prevaléncia classificadas como de baixa intensidade (R4, R5, R6, R7, R8, R13 e R15), média
46,1% (6/13) (R1, R2, R3, R9, R10 e R14), e nenhum dos rebanhos avaliados apresentaram

prevaléncia com classificagéo alta.

Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias de prevaléncia de bovinos reagentes a

tuberculinizacdo, segundo a intensidade das taxas de prevaléncia.

Intensidade de Prevaléncia® Freqiéncia (%)
Baixa (0 — 10 %) 53,8 % (7/13)
Média (10 - 30 %) 46,1% (6/13)
Alta (> 30 %) 0,0% (0,0)
TOTAL 13 (100)

IShettigara et al., 1986.

Os resultados estudados demonstram que a tuberculose encontra-se em indices
significantes nos rebanhos bovinos avaliados, como um problema sanitario de grande
importancia para os rebanhos do Estado de Pernambuco, na medida em que sua prevaléncia
de intensidade média (14,0% - 86/612) caracterizando-se como crescente em relacdo aos
indices oficiais disponiveis para o Pais, cuja prevaléncia média em bovinos foi estimada em
1,5% no periodo de 1989-98 (IBGE/SDA, 1998; MAPA, 2001).

Esse contraste ja havia sido observado entre as informaces oficiais e os resultados
obtidos em um estudo de prevaléncia realizado em varios rebanhos leiteiros do Estado de S&o
Paulo que demonstrou que 20% das vacas (153/766), 114 positivas e 39 suspeitas, reagiram a
tuberculinizagdo, com variagdo de 0% a 62,5%, destacando-se algumas taxas elevadas de
31,6%, 50% e 53,3 (MELO, 1999).

Séo também muito superiores aos estimados para o Estado de Pernambuco. Dados nao
consolidados, tabulados a partir de relatérios enviados por veterindrios que atuam em Varios
municipios do Estado, catalogados na Delegacia Federal em Pernambuco / Secdo de Sanidade
Animal, demonstraram que a prevaléncia média da Tuberculose Bovina foi de 5,7%
(9.93/17.248). Recentemente, ainda em Pernambuco, Melo et al., 2005b, detectaram que
13,6% (3/22) das vacas, submetidas ao TCC, reagiram positivamente.

Respeitadas as devidas proporc¢des, esses contrastes de resultados podem indicar que
as estimativas da prevaléncia da tuberculose bovina precisam ser revistas e atualizadas em

varios setores da pecuéria nacional.
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Quanto a intensidade das reacfes imunoalérgicas, alguns autores a utilizam como
critério para qualificar as reagdes manifestadas por bovinos a tuberculinizacdo simples, com
inoculacdo exclusiva da tuberculina bovina, em forte ou fracamente positivas, admitindo ser
esta uma das caracteristicas da ocorréncia de reacdes inespecificas nos rebanhos
(LANGENEGGER et al., 1981). Sua importancia maior, entretanto, parece estar associada ao
emprego da tuberculinizacdo intradérmica comparada, que possibilita detectar com mais
seguranca bovinos sensibilizados imunologicamente pelo contato ou por infec¢des produzidas
por micobactérias saprofitas ou patogénicas facultativas (micobacterioses) (CASTRO;
NEMOTO, 1972; CORREA; CORREA, 1973; OLIVEIRA et al., 1975; LANGENEGGER;
LANGENEGGER, 1976).

O quadro potencialmente critico, caracterizado pela instalacdo de um estado de
enzootia da tuberculose nos rebanhos bovinos estudados representa a deterioracdo das
condigdes de saude da maioria dos rebanhos examinados, pertencentes basicamente a
pequenos produtores. Decorre do processo de desmonte de alguns servigos de sanidade
animal, particularmente os sistemas de vigilancia epidemioldgica, onde os criadores, por nao
poderem ou ndo saber recorrer a mecanismos alternativos de atencdo veterinaria,
frequentemente submetem seus animais a manejo geral falho, particularmente em seus
aspectos sanitéarios, o que propicia o convivio intimo e prolongado de bovinos doentes, fontes
naturais e potenciais disseminadores de agentes infecciosos, com animais sadios,
continuamente expostos ao risco de infeccGes. Esses rebanhos tém, possivelmente, a
performance produtiva comprometida pela diminuicdo da producdo leiteira, sucessivas
condenac0es de carcacas em matadouros e restricbes comerciais de animais, além do aumento

dos custos com servicos veterinarios.

5.3  Relacionados a avaliacéo da intercorrénciada LEB e TB

A tabela 5 mostra-nos 15 rebanhos examinados, as prevaléncias de bovinos que
apresentaram positividade aos testes IDGA e tuberculina foram 32,1% (213/662) e 14,0%
(86/612), respectivamente.

A maioria dos rebanhos (86,6% - 13/15) contribuiu com vacas reagentes para a
composi¢do destes indices, destacando-se taxas elevadas de 48,8 (22/45) e 29,7% (36/121)

para LEB e TB, respectivamente.
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Os bovinos que manifestaram reacdes inconclusivas a um ou a ambos 0s testes
corresponderam a 8,6% (57/662).

A prevaléncia de bovinos reagentes, para LEB e/ou TB, foi 45,1% (299/662),
distribuindo-se este indice nos municipios, em ordem decrescente: Itambé 68,8% (31/45),
Paudalho 68,5% (83/121), Belo Jardim 50,2% (91/181), Arcoverde 39,5% (36/91),
Camaragibe 35,1% (46/131), Recife 25% (3/12), Canhotinho 16% (8/50), Vitoria de Santo
Antdo 0,0% (0/31). A estratificacdo dos rebanhos pela intensidade da prevaléncia evidenciou
que 46,6% (7/15)(R1,R2,R4,R5,R7,R10,R15) deles apresentaram intensidade alta, 33,3%
(5/15)(R3,R6,R8,R12,R14) média e apenas 20% (3/15)(R9,R11,R13) intensidade baixa.

Positividade aos testes IDGA e TCC indica presenca de bovinos potencialmente
infectados e fontes naturais do VLB e/ou do Micobacterium bovis nos rebanhos. Infeccéo e
doenca representam um mesmo risco na cadeia epidemioldgica da LEB e da TB, entdo, esses
bovinos, portadores inaparentes de infeccdo, sdo elementos precursores da génese das duas
doencas na populagdo examinada neste estudo, sendo seu reconhecimento indispensavel para
projecdo do problema, possibilitando o mapeamento de focos e a antecipacdo de medidas
mais efetivas de combate por meio de programas sanitarios oficiais. Neste sentido,
praticamente a metade da populacdo examinada (45,1% - 299/662) encontra-se com o estado
de salde comprometido, especialmente 12,3% (37/299) das vacas que apresentaram
positividade simultanea aos dois testes, caracterizando um estado de co-infecgéo.

Historicamente, a dindmica da infeccdo pelo VLB em rebanhos do Estado de
Pernambuco apresentou um recrudescimento expressivo, evidenciada pelo confronto da
soroprevaléncia estabelecida neste estudo 32,1% (213/662) com as estimadas em estudos
anteriores (15,4% - 202/1308) (MELO, 1991; MENDES, 2002; TENORIO, 2003).

Considerando o carater irreversivel da infeccdo pelo VLB e M.bovis, a inclusdo da
LEB e TB na lista de notificacdo obrigatdria da Organizacdo Mundial de Sanidade Animal
(OIE, 2008) e as medidas previstas no PNCBT (BRASIL, 2006) para 0 saneamento de
rebanhos, além do carater zoonotico da TB, metade das vacas examinadas neste estudo deve
ser eliminada de seus rebanhos de origem, o que implica em grandes prejuizos para 0s
produtores e, conseqiientemente, para a pecudria leiteira do Estado de Pernambuco. Isto
representa a deterioragdo das condi¢bes de saude da maioria dos rebanhos examinados,
pertencentes basicamente a pequenos produtores, 0s quais, ao recorrerem a mecanismos
alternativos de atencdo veterinaria ou tentarem obter ganhos comerciais ou melhorarem
geneticamente seus rebanhos, promovem o trénsito e trafico de bovinos infectados entre suas

criagdes, fontes naturais e potenciais disseminadores de VLB e M.bovis. Esses rebanhos, por
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isso, apresentam diminuigéo da produtividade leiteira, sucessivas condenagdes de carcacas em
matodouros e restrices comerciais de animais, além do aumento dos custos com servigos
veterinarios.

Os bovinos, além de serem introduzidas sistematicamente nos rebanhos para
renovacdo ou formacdo dos plantéis, representam um risco singular na génese da Leucose
Enzodtica dos Bovinos nos rebanhos examinados, pois, além de transmitirem o VLB por via
horizontal, poderiam o transmitir por via transplacentaria ou vertical, como foi comprovado
pelos estudos de varios pesquisadores (FERRER, 1976; 1980; EVERMANN et al., 1987).

Tabela 5 - Distribuicdo das taxas de prevaléncia de bovinos reagentes a imunodifusdo e

tuberculinizagcdo em rebanhos leiteiros do Estado de Pernambuco.

Rebanho Municipio Taxas de prevaléncia
Leucose Tuberculose

1 Paudalho 38,8% (47/121)  29,7% (36/121)
2 Arcoverde 31,5% (12/38) 26,3% (10/38)
3 Arcoverde 7,6% (1/13) 15,3% (2/13)
4 Belo jardim 38,0% (16/42) 2,3% (1/42)
5 Arcoverde 30,7% (4/13) 0,0% (0/13)
6 Arcoverde 18,5% (5/27) 3,7% (1/27)
7 Camaragibe 29,6% (19/64) 0,0% (0/64)
8 Recife 16,6% (2/12) 8,3% (1/12)
9 Camaragibe 22,3% (15/67) 17,9% (12/67)
10 Itambé 53,3% (24/45) 20,0% (9/45)
11 Canhotinho 0,0% (0/17) NR
12 Canhotinho 24,2% (8/33) NR
13 Vitéria de Santo Antéo 0,0% (0/31) 0,0% (0/31)
14 Belo Jardim 47,5% (48/101) 10,8% (11/101)
15 Belo Jardim 31,5% (12/38) 7,8% (3/38)

Total 32,19% (213/662)  14,0% (86/612)

NR = ndo realizado.

Finalmente, deve-se destacar que o R1, localizado na Mesorregido da Mata
Pernambucana, dentre todos examinados na pesquisa, foi o rebanho que concentrou maior
namero de bovinos reagentes as duas doencas estudadas, com prevaléncias de 38,8% (47/121)
e 29,7% (36/121) para leucose e tuberculose, respectivamente. Neste rebanho, embora
estasticamente ndo se possa assegurar que houve intercorréncia entre as doengas,
provavelmente, inimeros fatores comuns, intenso fluxo de animais, introdugdo de animais
importados de outros estados, desconhecimento do produtor sobre as doencas e condicgdes

edafo-climaticas, interagiram entre si na etiopatogenia das doencas estudadas.
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Tabela 6 - Andlise de contingéncia entre o LEB e o TB de bovinos reagentes & imunodifuséo e
tuberculinizagcdo em rebanhos leiteiros do Estado de Pernambuco.

B Total
Positivo | Negativo
. 38 141
Positivo 21.2%) | (78.8%) 179
LEB

Negativo 39 269 308

9 (12,7%) | (87,3%)
Total 77 410 487

qui quadrado = 6,241 ( p-valor = 0,012)

Na andlise dos resultados, observou-se que o animal que apresentou LEB negativa

apresentou TB negativa em 87,3% dos casos.

5.4 Relacionados a Leucometria

Na Tabela 7 pode ser observado que os bovinos VLB negativos apresentam médias
bem menores para as trés variaveis além de possuir menores desvios-padréo indicando que 0s
negativos apresentam valores mais homogéneos (uniformes). Os VLB positivos, além de
apresentarem maiores médias, apresentam maior variabilidade que os negativos indicando que
as trés variaveis sao menos homogéneas que as do grupo negativo. Vale destacar que nos
bovinos VLB positivos, a variavel total de leucécitos apresentou valores maiores que 70 mil

enquanto que nos negativos para a mesma variavel ndo se tem valores maiores que 29 mil.

Tabela 7 — Descritivas para as variaveis Leucécitos e linfocitos /mms3 de sangue, com relagéo
a LEB.

LEB Variaveis Média  Desvio-padrdo Minimo Maximo
(mm?3/sangue)
leucdcitos 14271,38 8503,52 1300 70600
Positivo .
linfécitos 10505,04 8644,69 793 70000
_ leucocitos 11594,94 3804,73 2000 28900
Negativo

linfocitos 7864,09 5281,93 1017 84889
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Na Tabela 8 foi observado um comportamento diferente das varidveis. Para a TB, 0s
negativos apresentam maiores médias e mais variabilidade que os positivos. Também se
observa que os positivos, para a variavel leucécito/mm3 de sangue apresentam valores

menores que 27 mil enquanto que 0s negativos apresentam valores maiores que 70 mil.

Tabela 8 — Descritivas para as varidveis Leucocitos e linfocitos /mm3 de sangue com relagdo a
TB.

TB Variaveis Média  Desvio-padrdao Minimo Maximo
(mm?3/sangue)
Leucocitos 10881,82 3697,05 5400 26100
Positivo )
Linfécitos 7168 3058,62 3306 20097
] leucocitos 13076,60 6628,87 1300 70600
Negativo = .
linfocitos 9318,62 7546,40 793 84889

Analisando a correlagdo entre as varidveis leucocitos e linfocitos, temos que leucocitos
esta altamente relacionado positivamente com a variavel linfocitos (72%). Dessa forma temos
gue se ha um aumento na quantidade de leucdcitos sanguineos entdo haverd um aumento na
quantidade de linfécitos.

Analisando a correlacdo entre as variaveis leucdcitos e linfocitos com respeito a
variavel LEB, observa-se, para os positivos da varidvel LEB, que os leucécitos sanguineos
apresentam alta correlacdo com a variavel linfocitos (81,1%). Com respeito aos negativos,
temos que, novamente, a variavel total de leucécitos apresenta correlacdo significativa com a
variavel linfécitos (50,5%), mas ao contrario dos positivos, nos negativos ha correlacéo entre
leucécitos (16,1%). Com respeito a TB, temos que para 0s positivos a correlacdo entre
leucocitos é significativa (89%) e para 0s negativos, a correlacdo entre leucocitos e linfécitos

é de 71% , mas a correlacdo entre leucocitos e linfocitos ndo sdo significantes.

Tabela 9 - Leucograma' da populacdo (662) de bovinos leiteiros examinada, das Mesorregides

Metropolitana do Recife, Mata pernambucana, Agreste e Sertdo Pernambucano.

Leucometria Global (s) | Leucometria Especifica
Tipos Celulares Valores Absolutos Médios (S)
Linfécitos 8.775 (+6.860)
Mondcitos 174 (+229)
12.392 (* 6.128) Segmentados 2.834 (+2.012)
Bastonetes 102 (+205)
Eosindfilos 828 (+963)

1 — Valores médios absolutos de células/ mm?® de sangue; s = desvio padrdo
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A contextualizacdo dos aspectos clinico-epidemioldgicos entre leucose e tuberculose
dos bovinos permite uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos neste estudo. Além da
tuberculose ser uma importante zoonose cosmopolita de carater cronico, junto com a LEB
podem comprometer o desempenho dos rebanhos examinados. O papel clinico-
epidemiologico destas enfermidades, na ocorréncia de assintométicos de alguns desses
rebanhos com baixa produtividade precisa ser interpretado e alertado aos produtores da
importancia dessas doencas para a produtividade dos rebanhos, bem como, da importancia
zoondtica da TB, podendo pelo contato direto com esses animais adquirir a doenca através da
eliminacdo de aerossdis e/ou consumo do leite in natura. Classicamente observa-se o
consumo indiscriminado de leite sem o devido tratamento térmico e sem o conhecimento da
sanidade do rebanho. Todavia, através dos resultados obtidos, 86,6% (13/15) dos rebanhos
positivos para leucose e 66,6% (10/15) para a tuberculose, percebe-se que a leucose
desempenha um papel relevante nas evidéncias clinicas, seja quando apresentou prevaléncia

isoladamente, seja quando em concomitancia com a tuberculose.



53

6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta pesquisa, considerando a analise e interpretacdo dos
aspectos sanitarios da leucose e da tuberculose dos bovinos nos rebanhos examinados,

permitiram concluir que:

o A Leucose e a Tuberculose encontram-se amplamente disseminadas na populagédo

estudada, com crescimento em niveis significativos da Leucose.

o As infecgOes pelo VLB e M.bovis encontram-se ativas e em expansdo, com risco
iminente do comprometimento da saude dos rebanhos bovinos e, pelo carater

zoonotico da tuberculose bovina, das pessoas que lidam com os bovinos;

o A infeccdo simultanea de muitos animais sugere que VLB desempenha algum papel

no desencadeamento da tuberculose bovina.
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