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RESUMO

Leucose Enzodtica (LEB) e Tuberculose bovina (TB) comprometem o estado imunitario dos
rebanhos, especialmente pelo potencial imunodepressor do Virus da Leucose Bovina (VLB).
Inimeros fatores interferem nos valores leucométricos dos bovinos, porém, pouco se sabe dos
efeitos da TB sobre os mesmos. O objetivo com o estudo foi avaliar o leucograma de bovinos
tuberculizados, com vista ao uso da leucometria como ferramenta epidemiologica no combate
a LEB em rebanhos leiteiros de Pernambuco. Amostras séricas de 1.000 bovinos procedentes
de 33 rebanhos de diversos municipios do estado foram submetidas ao sorodiagndstico da
LEB (IDGA), sendo 920 bovinos previamente tuberculinizados pela técnica simultanea
comparada (TSC). Esfregacos sanguineos foram confeccionados de todos os bovinos
tuberculinizados, sendo a contagem total e diferencial dos leucdcitos realizada usando
técnicas convencionais. A avaliagdo da influéncia da TB no leucograma foi realizada pelo
confronto dos resultados de quatro grupos experimentais, em funcdo dos resultados da IDGA
e TSC (grupo gTB - 41 positivos ao TSC; grupo gLEB - 151 positivos a IDGA,; grupo gNEG
- 379 negativos ao TSC e IDGA; grupo gINT - 43 positivos a ambos os testes). As taxas de
prevaléncia da TB e da LEB foram, respectivamente, 11% (99/920) e 28% (282/1000), com
88% (29/33) dos rebanhos contribuindo com ao menos um animal positivo para um ou ambos
os testes. Dos 920 bovinos examinados, 43 (4,7%) apresentaram positividade simultanea a
ambos os testes. Os valores médios dos leucocitos e linfocitos (x 10/mm?® de sangue) dos
grupos experimentais foram, respectivamente: gTB 9,6 +2,5e 59+ 19; gLEB 13,3+ 6,3 ¢
9,1 +6,0;,gNEG 115+38 e7,6+51;egINT 118 + 4,3 e 8,0 £ 3,5. Houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os leucdcitos e linfécitos, quando confrontados os grupos gTB
(valores menores) e gLEB (valores maiores) com o grupo gNEG, enquanto o grupo gINT néo
diferiu (p>0,05) em nenhum dos parametros analisados em relacdo ao grupo gNEG. Conclui-
se que o leucograma dos bovinos sofre influéncia da TB, devendo programas sanitarios de
combate a LEB em rebanhos leiteiros do estado de Pernambuco e que incluam a leucometria
como ferramenta epidemioldgica estratégica preconizar a prévia tuberculinizacdo dos
rebanhos envolvidos, sendo descartados os bovinos que apresentarem positividade ao teste

imunoalérgico.

Palavras-chave: Leucometria; Leucose Enzo6tica dos Bovinos, Tuberculose Bovina.
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ABSTRACT

Enzootic Leukosis (EBL) and Bovine Tuberculosis (BT) compromise the immune status of
the herds, especially the immunosuppressive potential of bovine leukosis virus (BLV).
Several factors interfere with leukocyte values of cattle, but little is known about the effects of
BT on them. The aim with the study was to evaluate the leukogram of tuberculinized cattle,
with a view to the use of leukocytes as an epidemiologic tool in combating EBL in dairy
herds of Pernambuco. 1.000 serum samples from 33 herds of cattle coming from various
municipalities in the state were submitted to the serodiagnosis of EBL (AGID), being 920
cattle previously tuberculinized by the simultaneously comparative technique (SCT). Blood
smears were prepared of all tuberculinized cattle, and the total and differential leukocyte
count was performed using conventional techniques. The evaluation of the influence of BT in
leukocyte counts was performed by comparing the results of four experimental groups,
according to the results of the AGID and SCT (gTB group - 41 to the positive SCT; group
gLEB - the 151 AGID positive, group gNEG - 379 to the negative TSC and AGID, group
gINT - 43 positive to both tests). The prevalence rates of TB and LEB were, respectively,
11% (99/920) and 28% (282/1000), with 88% (29/33) of herds contributing at least one
animal positive for one or both tests. From the 920 cattle examined, 43 (4,7%) were positive
to both tests simultaneously. The mean values of leukocytes and lymphocytes (x 103/mm3 of
blood) of the experimental groups were, respectively: gTB 9,6 +2,5and 5,9 + 1,9; gLEB 13,3
+6,3and 9,1 + 6,0; gNEG 11,5+ 3,8 and 7,6 + 5,1; and gINT 11,8 + 4,3 and 8,0 £ 3,5.
There were significant differences (p<0,05) between leukocytes and lymphocytes, when
confronted gTB group (lower values) and gLEB (higher values) with the gNEG group, while
gINT group did not differ (p>0,05) in none of the parameters analyzed in relation to the group
gNEG. It is concluded that the leukogram is influenced by bovine BT, and health programs to
combat LEB in dairy herds in the state of Pernambuco, and include the white blood cell count
as an epidemiologic tool wish to consider the strategic prior tuberculin test the herds involved,

being discarded cattle that are experiencing imunoalergic test positivity.

Keywords: Leukocyte Count; Enzootic Bovine Leukosis, Bovine Tuberculosis.
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1 Introdugéo

A Tuberculose Bovina (TB) é uma doenca transmissivel, de carater zoondtico e
causada pelo Mycobacterium bovis (MB), sendo caracterizada pela evolucdo crénica e
desenvolvimento progressivo de lesBes nodulares (tubérculos) em diversos 6rgaos ou tecidos
(ROSENBERGER, 1983; CORREA e CORREA, 1992; ROXO, 1996; COSIVE et al., 1998;
RADOSTITS et al., 2002).

A doenca € um grave problema nos rebanhos leiteiros dos paises em desenvolvimento,
especialmente quando as criacfes séo submetidas a um manejo mais intensivo e falho em seus
aspectos sanitérios, condi¢cfes estas que acarretam queda na produtividade e condenacdo de
carcacas em matadouros, gerando, em decorréncia disso, expressivos prejuizos econdémicos
aos produtores (ROSENBERGER, 1983; LORENZ e STRAUB, 1987; COSIVE et al., 1998;
RADOSTITS et al., 2002).

Embora existam alguns trabalhos direcionados a dindmica leucocitaria de bovinos
positivos a tuberculinizacdo (JAVED et al., 2010; SHETTAR et al., 2011) e a despeito da
possibilidade de ocorréncia de agravos secundarios ao sistema imune pela natureza cronica e
debilitante da doenca, pouco se sabe dos efeitos da infecgéo pelo MB sobre o leucograma de
bovinos. Grande parte dos estudos imunocitolégicos norteia para a diferenciacdo linfocitaria,
producdo de anticorpos e titulacdo de citocinas (POLLOCK et al., 2005; POLLOCK et al.,
2006; BLANCO et al., 2011).

Em conexdo, admite-se que a Leucose Enzooética Bovina (LEB) seja um fator de risco
da ocorréncia da TB e a intercorréncia entre as duas doencgas nos rebanhos leiteiros, como a
registrada em diferentes situagdes (MELO, 1999; MELO et al., 2010; FERNANDES et al.,
2011; MENDES et al., 2011), demanda atencdo de pesquisadores e autoridades sanitarias.

A coexisténcia dessas infeccGes compromete o estado imunitario dos bovinos,
especialmente pelo potencial imunodepressor da infeccdo pelo Virus da Leucose Bovina
(VLB) (BURNY e MAMMERICKX, 1987; AZEDO, 2007; AZEDO et al., 2008 e 2011),
cuja principal caracteristica refere-se as alteracBes imunocitologicas observadas nos bovinos
VLB positivos, designada leucocitose por linfocitose persistente e observada em
aproximadamente um terco dos animais acometidos (FERRER, 1979; WEISS e WARDROP,
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2010). Esta resposta linfoproliferativa do organismo é conhecida desde os primdérdios do
século passado (KNUTH e VOLKMANN, 1916), ocasido em que foi usada como
procedimento para eliminacdo de bovinos enfermos dos rebanhos da Alemanha antes mesmo

de se conhecer a natureza viral da doenca.

Neste contexto, sabe-se que inimeros fatores interferem nos valores leucométricos dos
bovinos, como o desenvolvimento etério, o padrdo racial e as condi¢cdes edafoclimaticas
(COLES, 1984; BIRGEL JUNIOR, 1991; MELO, 1991; RADOSTITS et al., 2002; MENDES
et al., 2011), bem como a infec¢do pelo VLB (FERRER, 1979; MELO, 1991; MENDES,
2002; WEISS e WARDROP, 2010), entretanto ndo se tem 0 mesmo conhecimento em relagao
a TB.

Mediante o exposto e considerando a possibilidade de uma doenca ocorrer no decurso
da outra, o objetivo com a realizacdo deste estudo foi avaliar o leucograma de bovinos
submetidos ao teste da tuberculina, com vista ao uso da leucometria como ferramenta

epidemiol6gica no monitoramento da LEB em rebanhos do estado de Pernambuco.
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2 Revisao de literatura

2.1 Tuberculose bovina

A tuberculose é causada por bacilos pertencentes a ordem Actinomycetales e ao género
Mycobacterium, com suas espécies de maior importancia na salde publica agrupadas no
“Complexo Mycobacterium tuberculosis”, sendo composto pelas espécies Mycobacterium
tuberculosis, M. bovis e M. africanum (KANTOR et al., 2008).

E uma enfermidade de distribuicio cosmopolita, concentrando-se principalmente nos
paises em desenvolvimento, onde acomete praticamente todas as espécies, inclusive humana,
sendo 0s bovinos, caprinos e suinos mais susceptiveis do que ovinos e equinos, que
demonstram alta resisténcia natural (ROSENBERGER, 1983; COSIVE et al., 1998;
RADOSTITS et al., 2002), sendo registrada, também, em bufalos (PORTUGAL et al., 1971;
GARINE-WICHATITSKY et al., 2010; JAVED et al., 2010) e cdes (MOTA et al., 1997).

A tuberculose bovina (TB) é uma micobacteriose oportunista causada principalmente
pelo Mycobacterium bovis (MB), e com menor frequéncia pelo Mycobacterium avium e
Mycobacterium tuberculosis (BEER, 1988; JONES et al., 2000; RADOSTITS et al., 2002).

A TB caracteriza-se clinicamente como de evolucdo crdnica, com 0s acometidos
manifestando emagrecimento progressivo, proliferagdes nodulares granulomatosas (em forma
de “tubérculos”), com aumento de volume de linfonodos por todo o corpo, podendo haver
comprometimento de orgdos como pulmdo, figado, intestino, baco e peritbnio. Entre os
bovinos é comum a presenca de portadores inaparentes de infeccBes com trés a seis semanas
desde o contato inicial com o MB (FRANCIS et al.,, 1978; ROSENBERGER, 1983;
CORREA e CORREA, 1992; ROXO, 1996; COSIVE et al., 1998; RADOSTITS et al.,
2002).

Inicialmente a doenca ndo altera o estado geral e nutricional do bovino. Com o avanco
da enfermidade, ocorrem hipertermias moderadas que duram dias ou semanas, e a presenca de
tosse frequente e dolorosa (dispnéica) (WIESNER, 1973; RADOSTITS et al., 2002).

A doenca é mais frequente nos rebanhos leiteiros, que usualmente estdo submetidos a

manejo intensivo ou semi-intensivo, principalmente quando falho em seus aspectos sanitarios,
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estabelecendo prejuizos econémicos pela queda na produtividade e condenacdo de carcacas
em matadouros (ROSENBERGER, 1983; LORENZ e STRAUB, 1987; RADOSTITS et al.,
2002).

A resposta imune ao MB é bastante varidvel, pois depende de fatores como as
peculiaridades do sistema imunoldgico do hospedeiro, viruléncia do patégeno e idade
(POLLOCK e NEILL, 2002).

A primeira célula do sistema imunoldgico a interagir com o MB sdo os macrofagos.
Porém tais células possuem papel dicotdmico na infeccdo. Se por um lado, sdo importantes no
efetivo combate ao patégeno, por outro sdo as células alvo preferidas pelo MB para serem
albergados. A debelacdo ou ndo da infeccdo depende de complexas interagcbes entre o0s
macrofagos e o patogeno (POLLOCK e NEILL, 2002).

Em humanos, as células NK (Natural Killers) parecem ter importante papel na
resposta inicial as micobactérias, pois essas células sdo capazes de produzir Interferon-gama e
podem ser citoliticas com células infectadas pelo MB (YONEDA e ELLNER, 1998).

Apesar de ndo se saber exatamente a funcdo dos neutréfilos na infec¢do pelo MB em
bovinos, é conhecida sua participacdo na formacdo dos granulomas e até mesmo sua
capacidade de eliminar o Mycobacterium tuberculosis em humanos (BROWN et al., 1987).
Caso a micobactéria se evada de tais mecanismos citados, e estabeleca-se no interior de
macrofagos, este inicia o processamento e secrecdo de antigenos, apresentando-0s aos
linfocitos T (POLLOCK e NEILL, 2002).

Esta interacdo macrofago - linfécito T € o marco inicial da resposta imune adquirida,
onde linfocitos T irdo iniciar a expansao policlonal e diferenciacdo, criando assim a “memoria
imunologica” (POLLOCK e NEILL, 2002).

Os linfécitos T atuam principalmente na producdo de citocinas, como o Interferon-
gama, que age na ativacdo de macrofagos e na protecdo contra as micobactérias (DENIS,
1991). Os linfécitos T possuem também a habilidade de lisar macrofagos infectados por
micobactérias (LIEBANA et al., 2000).

Com o avancar da doenca, os linfocitos B ganham destaque, com a producdo de
anticorpos, que apesar de ignorada importancia por muito tempo, ja se admite importancia na
protecdo conferida por eles (GLATMAN-FREEDMAN e CASDEVALL, 1998). Outro
aspecto importante da producdo de anticorpos € o aspecto diagndstico, visto que com a
evolucdo da tuberculose, a resposta mediada por células tende a se tornar indetectavel por

meio do teste da tuberculina, a detecgdo de anticorpos tem sido importante nesses casos
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(JEON et al., 2010). Um esquema ilustrando as fases da resposta celular e humoral esta

representado na figura 1.

Resposta Celular Resposta Humoral

¥ ¥

NN

Resposta Imune
—_—
N\

OSONNNNNN
Anergia

Figura 1. Diagrama representativo de acordo com a progressdo da
tuberculose bovina (da esquerda para a direita) (adaptado
de POLLOCK e NEILL, 2002).

E desconhecido que o MB seja capaz de provocar algum prejuizo direto a producio
leucocitaria nos bovinos infectados. Poréem, por se tratar de uma doenca crénica e debilitante
em bovinos (FRANCIS et al., 1978; ROSENBERGER, 1983; LORENZ e STRAUB, 1987,
RADOSTITS et al., 2002), é quase inevitavel a ocorréncia de danos secundarios ao sistema

imune.

S&o escassos 0s estudos sobre a tuberculose especificamente dirigidos para alteracGes
leucocitarias na espécie bovina. Em estudo realizado no Paquistdo, Javed et al. (2010)
estudaram as diferencas em hemogramas de bovinos, caprinos, ovinos e bubalinos positivos e
negativos ao teste da tuberculina. No leucograma, os bovinos positivos apresentaram menor
namero de neutrofilos e maior de linfdcitos do que os animais negativos, possuindo ambos o0s

grupos, numero de leucdcitos totais semelhantes.

Na India, em estudo recentemente realizado para avaliar pardmetros hematimétricos e
bioquimicos de bovinos positivos ao teste tuberculinico em relagdo aos negativos, 0 niUmero
de leucdcitos e linfécitos apresentaram-se em menor nimero nos animais positivos, apesar de
estatisticamente insignificante. No entanto, os individuos com lesdes tipicas de tuberculose
apresentaram grande variagdo na contagem de linfocitos, com 47% (7/15) dos bovinos

positivos com linfopenia, e 33% (5/15) com linfocitose. Ou seja, apenas trés animais (20%)
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positivos possuiam valores de linfocitos considerados dentro da normalidade. Os positivos
possuiam também um menor nimero de neutréfilos, enquanto os mondcitos apareceram em
maior numero (SHETTAR et al., 2011).

O que se espera de mudancas no leucograma de animais doentes, além das inerentes a
resposta contra 0 MB, sdo aquelas ocasionadas pela TB se tratar de uma doenga cronica e
debilitante (MORRIS e LARGE, 1990; SILVA et al., 2008).

O estresse causado por doencas cronicas, como a TB, provoca a liberacdo de
corticosteroides endogenos (SILVA et al., 2008). O leucograma de bovinos sob influéncia de
tais esteroides, enddgenos ou exdgenos, sofre uma resposta mais imprevisivel do que em
espécies como a canina e felina (MEYER et al., 1995). A resposta leucocitaria em bovinos
estressados é classicamente caracterizada por neutrofilia, linfopenia e eosinopenia (SILVA et
al., 2008).

Embora muitos paises ainda ndo possuam registros regulares, pode-se dizer 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 (COSIVE et al.,
1998).

A situacdo da Tuberculose no Brasil ndo se encontra bem delineada, semelhantemente a
outros paises em desenvolvimento, pois 0s estudos sdo escassos e ndo sistematizados (FAO,
1993).

As prevaléncias da TB estabelecidas para o Brasil sdo de 3,3% (26.698/810.317) e 1,2%
(44.256/3.798.893), segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 1994), através de demonstrativos epidemiolégicos, para os periodos de
1967 a 1976 e de 1980 a 1992, respectivamente.

Ja em Pernambuco, a prevaléncia da doenca divulgada pelo MAPA foi de 5,7%
(993/17.248) (BRASIL, 2006). Bem inferiores aos valores encontrados em estudos realizados
por Mendes et al. (2008) e por Melo et al. (2010), nos quais as prevaléncias foram de 15,2%
(84/554) e 11,5% (91/794), respectivamente.

O diagndstico da TB é estabelecido pelo exame clinico dos animais, coadunando-se
parametros da anamnese (histérico do caso) e fisicos (sinais) com exames complementares,

que incluem os testes tuberculinicos e os exames anatomopatologicos (post mortem e
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histopatoldgicos) e bacteriolégicos, bem como pela interpretacio dos achados
epidemioldgicos (OPAS, 1962; DIRKSEN et al., 1993).

Técnicas menos laboriosas para a identificacdo precoce de bovinos infectados vem
sendo estudadas, com destaques para a reacdo da polimerase em cadeia (PCR) (WARDS et
al., 1995; DE PAULA JUNIOR et al., 2011), o ensaio imunoenzimatico (ELISA) (DE ANDA
et al., 1996; GOFF et al., 1996; JEON et al., 2010) e o ensaio de interferobn-gama
(CEPANZO, 1988; RIET-CORREA e GARCIA, 2001). Existem outras técnicas como a
fixacdo do complemento, imunoflorescéncia, aglutinacdo bacteriana direta, precipitina e testes
de hemaglutinacéo, porém estes possuem menor valor para a rotina (BIER, 1984; DOMINGO
etal., 1995; WHIPPLE et al. 1995; RADOSTITS et al., 2002).

Apesar dos avancos alcancados com o uso de técnicas diagnoésticas alternativas, os
testes tuberculinicos tém sido base de praticamente todos os programas sanitarios voltados a
identificacdo nos rebanhos de bovinos com provaveis infecgbes incipientes, pela
hipersensibilidade que apresentam trés a seis semanas apds a infeccdo com o bacilo da
tuberculose, caracterizadas por uma resposta organica ou reacao imunoalérgica do tipo celular
mediada por linfocitos e macrofagos (FRANCIS et al., 1978; MONAGHAN et al., 1997).
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 aplicagio das tuberculinas
(ROSENBERGER, 1983; LANGENEGGER e HERRMANN, 1994; RADOSTITS et al.,
2002).

As técnicas de tuberculinizagdo mais difundidas no Brasil, preconizadas pelo MAPA
(BRASIL, 2006), pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS, 1968) e Centro Panamericano
de Zoonoses (CEPANZO, 1988) sao a intradérmica simples (caudal e cervical), com o uso
exclusivo da Proteina Purificada Derivada (PPD) bovina, para fins de triagem do rebanho, e a
intradérmica simultanea, com o emprego das PPDs bovina e aviaria, para a deteccdo de
reacOes inespecificas, possuindo especificidade entre 92% e 99% e sensibilidade entre 72% e
78% (FRANCIS et al., 1978; OMS, 1992).

Reacdes inespecificas ocorrem devido a possivel interferéncia de micobactérias atipicas

(MONAGHAN et al., 1997), como M. intracellulare e M. scrofulaceum, presentes
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particularmente na regido Sudeste do Brasil (CASTRO e NEMOTO, 1972; LANGENEGGER
e LANGENEGGER, 1976; LANGENEGGER et al., 1981).

A politica brasileira de controle e erradicacdo da TB é regida pelo Programa Nacional
de Controle e Erradicacdo da Tuberculose e Brucelose Bovina (PNCETB), que foi escrito no
ano de 2001 e revisado em 2004. O programa é baseado no abate de todos os animais
considerados positivos ao teste imunoalérgico, ndo sendo permitido o tratamento desses
animais (BRASIL, 2006).

Anergia as tuberculinas em bovinos, aspecto importante no estudo da epidemiologia da
tuberculose, tem sido motivo de investigacbes. Admite-se que infeccdo muito precoce (LEGG
e MAUNDER, 1941), doenga em estagio muito avancado, caracterizado por lesdes em fase de
cura ou alteracBes imunopatoldgicas (KLEEBERG, 1960), estresse associado ao parto,
infeccdo intercorrente, desnutricdo, exaustdo e transporte (LEGG e MAUNDER, 19403, b;
MAUNDER, 1948) podem reduzir o grau de reatividade dos testes tuberculinicos e,
consequentemente, possibilitar aparecimento de falso-negativos em alguns rebanhos. Sendo
assim, é crescente a ideia de que um Unico método diagnostico € incapaz de detectar todos 0s
animais tuberculosos, sendo necesséria a utilizacdo de algumas ferramentas simultaneamente
(SALFINGER e PFYFFER, 1994; MEDEIROS et al., 2010).

Por ser uma importante zoonose, a TB ganha dimensdo destacada na salde publica
(MICHEL et al., 2010). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) alerta para a perspectiva de
que entre os anos 2000 e 2020, um bilhdo de pessoas estardo infectadas, e 1/5 destas
adoecerdo, com 35 milhdes indo a obito, principalmente nos paises em desenvolvimento
(WHO, 2011). Destes casos, uma propor¢cdo potencialmente importante ocorrera devido ao
MB, na chamada Tuberculose Zoonotica, entidade clinica incluida no grupo das doencas
infecciosas emergentes (COSIVE et al., 1998).

Apesar da reconhecida capacidade de transmissdo do MB para o humano (ABRAHAO,
1998; KANTOR et al., 2008; LOBUE et al., 2010) e da possibilidade da transmissdo do M.
tuberculosis, agente da tuberculose em humanos, do bovino ao humano, mesmo que néo
existam relatos de tal transmissdo (O’REILLY e DABORN, 1995), a origem da doenga em
humanos através do contato com animais infectados ainda sdo negligenciadas em inquéritos
epidemioldgicos (THOEN et al., 2010; TALARICO et al., 2011).



20

A tuberculose zoondtica é transmissivel do gado para humanos ou vice-versa,
diretamente pela via aer6gena, mediante a inalagdo do Mycobacterium suspenso no ar, e
indiretamente, pelo consumo de leite e de produtos lacteos ndo fervidos ou pasteurizados
(WHO, 1993; GRANGE e YATES, 1994). Assim, materiais bioldgicos como o produto de
tosse, espirro e expectoragdo, corrimento nasal, leite, urina, fezes, secre¢des vaginais e
uterinas, sdo considerados potentes meios de contaminagdo entre homens, animais, e entre
homens e animais. Nesse contexto, 0s principais grupos de risco sdo os tratadores de animais,
funcionarios de matadouros ou laticinios, e individuos que mantém o habito de consumir leite
in natura ou derivados lacteos que ndo sofreram prévio tratamento térmico (SOUZA et al.,
2002). Desta forma, instala-se o ciclo zoondtico mediante a estreita relacdo entre homens e
animais (FERNANDES, 2002; MELO et al., 2004).

2.2 Leucose enzodtica bovina

Originaria da Europa, a LEB é uma doenca insidiosa, de natureza infectocontagiosa e de
evolucdo crénica, cosmopolita, causada por um Deltarretrovirus exdgeno linfotrépico B, que
compromete primariamente o sistema linfoide do bovino infectado, determinando processos
desorganizativos dos seus tecidos e oOrgaos, especialmente linfonodos, que perdem as
caracteristicas primarias e vdo sendo progressivamente substituidos por um novo tecido, de
natureza neoplasica, formador de linfossarcomas, podendo haver ou ndo leucemizacéao
(International Comittee on Bovine Leucosis, 1968; STOBER, 1970; FRANCKI et al., 1991;
MELO, 1991; MURPHY, 1999; JAIN, 1993; LEITE et al., 2001).

A LEB é registrada nos cinco continentes do mundo, em paises da Europa, Asia, Africa,
Oceania e Ameéricas Central, Norte e Sul (OLSON e MILLER, 1987; CASTRO et al., 1988;
MATSUMURA et al., 2011). Sua notificagdo obrigatoria é prevista no Codigo Zoosanitario
Internacional, sendo reconhecida pela OIE (2011) como “uma importante enfermidade
transmissivel, do ponto de vista socioeconémico e/ou sanitario, cujas repercussées no

comércio internacional de animais e produtos de origem animal s3o consideraveis”.

Estudos citogenéticos e imunossorolégicos, que demonstraram haver uma sequéncia
nuclear homdloga entre o VLB e virus linfotrépicos T humanos, aléem de ocorrerem reagoes

cruzadas de anticorpos entre soros de bovinos e humanos infectados (MARUYAMA et al.,
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1989), levaram o Comité Internacional sobre Taxonomia de Viroses a inclui-lo no género
VLTH — VLB (“virus linfotropicos de células T Humanas — Virus linfotropicos de células
B”), espécie Virus da Leucemia Bovina (FRANCKI et al., 1991), designado mais

apropriadamente de Virus da Leucose Bovina (VLB).

O primeiro caso clinico da LEB foi reportado por Leisering, em 1861, ao descrever
nodulos neoplasicos de origem linféide no baco de uma vaca (STOBER, 1970; OLSON e
MILLER, 1987). A seguir, difundiu-se para outros continentes pela exportacdo de animais
europeus infectados (OLSON e MILLER, 1987; CASTRO et al., 1988).

A etiologia viral da LEB foi definitivamente estabelecida por Miller e Olson (1972),
que isolaram o virus em cultura de linfocitos bovinos com sintomas aparentes ou ndo da

doenca, determinando, atraves da microscopia eletrdnica, a presenca de particulas virais.

A ocorréncia da LEB é determinada, com seguranca, quando ha registro no historico do
individuo ou de seu rebanho de origem da coexisténcia dos aspectos nosoldgicos (expressdo
clinica da doenca), hematoldgico (ocorréncia de leucocitose por linfocitose, associada a
atipias destas células) e imunoldgico (deteccdo soroldgica de anticorpos anti-VLB). Essas
foram as configuracdes apresentadas por varios pesquisadores, como sendo necessarias para a
afirmacdo da ocorréncia da Leucose Enzodtica dos Bovinos em um individuo ou no rebanho
(GOTZE et al.; 1954; ROSENBERGER, 1961 e 1968; MAMMERICKX et al., 1976;
RESSANG et al., 1976).

Diferentemente do que ocorre na TB, o VLB atua desarranjando diretamente o sistema
imunoldgico dos animais infectados, provocando alteragdes imunocitolégicas que variam
desde uma linfocitose persistente (MENDES, 2002; WEISS e WARDROP, 2010), atipias
linfocitéarias (SPINOLA, 2010), até uma diminuicdo da atividade fagocitaria de macréfagos e
monocitos (AZEDO et al., 2011).

A linfocitose persistente, que é uma resposta linfoproliferativa do organismo a
infeccéo, representa uma alteracdo hematologica associada a leucose, sendo conhecida desde
o inicio do Século XX (KNUTH e VOLKMANN, 1916). Este conhecimento permitiu, a partir
da década de 50, o estabelecimento das chaves leucométricas (GOTZE et al., 1954), que so
ferramentas diagnosticas elaboradas para a deteccdo de linfocitose persistente em individuos
(FLORES et al., 1990) ou detec¢éo de focos em rebanhos.
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A chave leucométrica mais conhecida foi criada por Bendixen em 1959 (tabela 1), que
foi bastante utilizada em programas de controle da LEB em diversas nacGes europeias até
meados dos anos 70 (FLORES et al., 1990). Para o adequado funcionamento da chave,

valores de referéncia para cada faixa etaria dos bovinos foram criados (FLORES et al., 1990).

Tabela 1. Chave leucométrica de Bendixen (adaptado de Flores et al., 1990).

- - 3
Idade (anos) Contagem linfocitéria absoluta /mm? de sangue

Negativo Suspeito Positivo
0-1 <10.000 10.000 - 12.000 >12.000
1-2 < 9.000 9.000 - 11.000 >11.000
2-3 < 7.500 7.500 - 9.500 > 9.500
3-4 < 6.500 6.500 - 8.500 > 8.500
>4 < 5.000 5.000 - 7.000 > 7.000

No minimo dois leucogramas consecutivos, com intervalo minimo de dois meses entre

eles, deveriam ser realizados para o diagndstico pela Chave de Bendixen.

A linfocitose persistente é uma estratégia utilizada pelo VLB que visa aumentar o
namero de réplicas virais e aumentar também a populacdo de linfécitos B, para que novas
copias virais possam infecta-los (DEQUIEDT et al., 1999).

O mecanismo exato da fisiopatogenia da linfocitose persistente ndo esta totalmente
esclarecido, porém admite-se que o virus, ao integrar-se ao genoma do hospedeiro, estimula a
proliferacdo de linfocitos, principalmente os do tipo B, ao mesmo tempo em que retarda a
apoptose de tais células (SOUZA et al., 2011). Apoptose, também designada como “morte
celular programada”, ocorre em diversas situacoes fisioldgicas ou patoldgicas nos seres vivos,
sendo importante para eliminar células supérfluas, defeituosas ou simplesmente na reposi¢ado
de tecidos maduros (GRIVICICH et al., 2007). Na LEB, a apoptose pode ser retardada
possivelmente por uma inibicdo da expressdo viral no linfécito, impedindo que este seja
destruido (GILLET et al., 2007), enquanto que o estimulo para proliferacdo dos linfécitos B
provém de uma maior expressdo da Interleucina-2 por linfocitos T (TRUEBLOOD et al.,
1998).

Embora seja um campo ainda pouco esclarecido, sabe-se que distarbios do sistema
imune podem aumentar a susceptibilidade do hospedeiro a outras infec¢des devido ao efeito
imunodepressor do VLB (BURNY e MAMMERICKX, 1987; AZEDO, 2007; AZEDO et al.,
2008 e 2011).
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Aproximadamente 30% dos animais infectados pelo VLB apresentam um quadro
hematoldgico denominado linfocitose persistente (FERRER, 1979; WEISS e WARDROP,
2010), que é uma proliferacdo persistente de linfocitos B, considerada benigna por diversos
autores (DEPELCHIN et al., 1989; WEISS e WARDROP, 2010).

Porém outros autores discordam de que a linfocitose persistente seja uma manifestacdo
benigna da LEB. Foi demonstrado em seus estudos que os bovinos com linfocitose persistente
possuiam uma menor imunidade humoral e uma diminuicdo na atividade fagocitica dos
leucécitos (ORLIK e SPLITTER, 1996; AZEDO et al., 2008 e 2011).

A histéria da etiopatogenia da doenga, no Brasil, iniciou-se com Rangel e Machado
(1943) que, ao realizarem levantamento sobre frequéncia de neoplasias nos animais
domésticos, no Estado de Minas Gerais, assinalaram, 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 autdctone da
doenga em rebanho criado no Brasil, embora estes pesquisadores tenham mencionado que
observacdes clinico-anatomopatoldgicas associadas a LEB, ndo publicadas até aquele
momento, haviam sido feitas, em 1958, por Santos et al., no Rio de Janeiro, e por Bueno, em
Séo Paulo (1959).

O acumulo de informagdes 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 primaria de fibroblastos provenientes de preplcios humanos, a partir de

linfécitos de bovinos sororreagentes ao antigeno glicoproteico do VLB.

Infeccdo e doenca representam um mesmo risco na cadeia epidemioldgica da leucose
(BIRGEL et al., 1982), aspecto este que torna 0s animais portadores do VLB, além de fonte
natural de um agente de alta infecciosidade, elementos precursores da génese da LEB em uma

populacéo de bovinos.

Tem-se observado que hd uma maior difusdo do virus entre animais das racas de
exploracdo leiteira em relagéo as racas destinadas ao corte, todavia, Lorenz e Straub (1987)
atribuiram as variacdes do manejo e a permanéncia mais longa dos animais nos rebanhos, a

aparente maior susceptibilidade daquelas racas a infeccéo pelo VLB.
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Os aspectos de transmissibilidade do VLB tém sido exaustivamente estudados ao longo
dos ultimos anos, demonstrando que transmissdo natural do virus pode ocorrer horizontal ou
verticalmente (GOTZE et al., 1954; ROSENBERGER, 1961 e 1968; FERRER e DIGLIO,
1976; MAMMERICKX et al., 1978; VAN DER MAATEN e MILLER, 1979; WILESMITH,
1980; BUXTON et al., 1982; BIRGEL et al., 1982; BRIGHTLING e RADOSTITS, 1983,
LORENZ e STRAUB, 1987).

O convivio intimo e prolongado entre animais infectados e sadios, particularmente em
condicdes de tensdo como mudanga recente do pastejo para a estabulagdo, propicia uma
ampla difusdo horizontal do virus o qual pode ser transmitido intensamente pelo leite ou
colostro e por outras secrecdes (salivar, nasal, genital) e excrecdes, tais como urina e fezes
(GOTZE et al,, 1954; ROSENBERGER, 1961 e 1968; MAMMERICKX et al., 1978
WILESMITH, 1980).

A transmissdo iatrogénica é, certamente, a via de maior difusdo do VLB, sendo
necessarios, apenas 2.500 linfocitos (0,0005 mL de sangue) para, através de inoculacéo,
determinar-se a infeccdo (VAN DER MAATEN e MILLER, 1979). Normas inadequadas de
vacinacdo, tratamento sisttmico por injecdes intramusculares, subcutaneas ou intravenosas
contaminadas com sangue, colheitas ou transfusdes de sangue, incluindo o processo de
premunicgdo contra anaplasmose e babesiose a que sdo submetidos, rotineiramente, os animais
importados, além de fomites contaminados usados em castracdes e descornas, podem difundir
intensamente a infeccdo pelo VLB em um rebanho (BIRGEL et al., 1982; BRIGHTLING e
RADOSTITS, 1983; LORENZ e STRAUB, 1987).

O estabelecimento do complexo antigeno-anticorpo (VLB - linfocitos B) promove a
sensibilizacdo imunolégica 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 impde condicdo de imunossupressao que inibe
ou reduz a ac¢do 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 neutréfilos,
prejudicando o sistema imuno-celular. Esse comprometimento da integridade do sistema
imunitario orgénico propicia ao VLB, desprovido de envelope, capacidade 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
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celular do linfécito por tempo indeterminado, as vezes anos, 0 que pode promover 0

aparecimento de falsos negativos nos testes soroldgicos.

O estresse do hospedeiro, advindo da producdo (lactacdo, ganho de peso rapido) e
principalmente de doencas intercorrentes, parecem ser elementos importantes no
desencadeamento da replicacdo de VLB, cujas particulas deixam o nucleo celular e, no
citoplasma, revertem-se a condicdo priméaria de RNAvirus (“retrovirus”, do latim retro = para
trés), deslocam-se até a membrana citoplasmatica, adquirem forma de “C” (virus tipo C) e,
por gemelacdo, replicam-se intensamente, caindo na corrente sanguinea em sua forma madura
(WYERS, 1975; CHEVRIER, 1975).

Atualmente os testes soroldgicos tém sido a metodologia recomendada para a
identificacdo precoce de focos da Leucose Enzoética dos Bovinos, destacando-se 0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e a prova de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) (MILLER e
OLSON, 1972; MILLER e VAN DER MAATEN, 1977; ALTANER et al., 1982; TRONO et
al., 2001; GUTIERREZ et al., 2009).

No passado, o diagndstico da LEB baseava-se exclusivamente nos sinais clinicos
associados a achados hematoldgicos caracteristicos da enfermidade (ALTANER et al., 1982).
Porém, sabe-se que apenas cerca de um terco dos bovinos apresentam alteragdes
hematol6gicas peculiares aos animais VLB-positivos (linfocitose persistente) e 5%
desenvolvem linfossarcomas (FERRER, 1979; WEISS e WARDROP, 2010). Posteriormente
entdo, apds o isolamento do VLB, novas ferramentas diagndsticas foram introduzidas, com
destaques para a imunodifusdo em gel de agar (IDGA) desenvolvida por Miller et al. (1969) e
0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) (ALTANER et al., 1982; TRONO et al., 2001,
GUTIERREZ et al., 2009), sendo tais testes soroldgicos os mais recomendados para a
identificacdo precoce de focos da LEB (MILLER e OLSON, 1972; MILLER e VAN DER
MAATEN, 1977).

O estabelecimento desses instrumentos diagnosticos levou a alteragcBes na situacao
epidemioldgica da LEB e com perspectivas de mudangas ainda maiores com o0
desenvolvimento das mesmas. A IDGA e o ELISA sdo considerados os testes referéncia para
a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2011) e para a Unido Europeia (Commission
Decision of 15 December, 2009).
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A imunodifusdo radial dupla de Ouchterlony foi progressivamente padronizada
(MILLER e OLSON, 1972; MILLER e 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 uma boa especificidade,
adequada sensibilidade e grande praticidade, sendo pouco dispendiosa (MAMMERICKX et
al. 1976, MILLER e VAN DER MAATEN, 1977; SHETTIGARA, 1986; MAMMERICKX,
1987).

Em Pernambuco, a LEB teve sua ocorréncia registrada nos achados clinico-
hematol6gicos e histopatologicos pioneiros de Cavalcante et al. (1969), em bezerros
procedentes do Agreste. Mais tarde, em 1991, Melo confirmou sorologicamente a ocorréncia
da doenca no estado, verificando uma prevaléncia de 15,1 % (67/443) em rebanhos de
Garanhuns e municipios adjacentes. Mendes (2002) encontrou uma frequéncia de 14,7 %
(39/265) de bovinos reagentes a IDGA, em rebanhos examinados no Estado de Pernambuco.
Em dados mais recentes, Fernandes et al. (2011) apresentaram uma prevaléncia de 24%
(343/1.421) de bovinos VLB positivos em rebanhos localizados em municipios do Agreste,

Sertdo, Zona da Mata e Regido Metropolitana do Recife, no Estado de Pernambuco.

As provaveis causas da disseminacdo da LEB sdo atribuidas a falta de programas de
controle da doenca e a desconhecimento por parte da populacdo sobre a doenca (DE
BARROS FILHO et al., 2010).

A LEB é descrita por inmeros autores como uma doenca naturalmente apenas de
bovino. Porém, experimentalmente, a infeccdo pode facilmente ser reproduzida em caprinos,
ovinos e coelhos (BURNY et al., 1985; BURNY et al.,1988; WYATT et al., 1989).

Pouco se sabe a respeito da capacidade do BLV em infectar humanos. Alguns estudos
ja foram realizados e com resultados semelhantes entre si. Burridge (1981) afirmou ap06s
alguns experimentos que o VLB néo é capaz de causar nenhum tipo de doenga em humanos.
Em estudo sorologico realizado por Buhering et al. (2003) em humanos com céancer foi
pesquisada a presenca de anticorpos especificos contra 0 VLB, sendo encontrados em alguns
pacientes. Entretanto a presenca de anticorpos séricos significa que o individuo foi exposto ao

antigeno e seu sistema imunoldgico reagiu contra ele.
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Porém recentemente Nikbakht et al. (2010) encontrou expressivos 12,5% (57/454) de
amostras de soro humano que reagiram positivamente ao ELISA para detec¢do de anticorpos
séricos anti-VLB e desses 57, em sete foi confirmada a presenca do DNA proviral do BLV
através da Nested PCR. Os achados nao confirmam que os soros com DNA proviral sdo
oriundos de individuos ativamente infectados pelo BLV, tendo em vista que ha a
possibilidade destes provirus estarem circulantes nos fluidos corpoOreos, sem estarem
necessariamente integrados ao genoma hospedeiro. Entretanto tal evidencia sé aumenta a
vigilancia sobre a LEB como possivel zoonose, apesar de ainda ndo existirem relatos sobre tal
doenga em humanos (NIKBAKHT et al., 2010).

Apesar da LEB ndo ter carater zoon6tico, a mesma possui importante papel na saude
publica. Admite-se que a doenca desempenhe um importante papel no desencadeamento da
tuberculose bovina, em decorréncia das evidéncias de que o Virus da Leucose Bovina (VLB)
compromete o estado imunitario dos bovinos VLB infectados (WYERS, 1975; FERRER,
1979; BURNY e MAMMERICKX, 1987, HEENEY et al., 1992; BURNY e
MAMMERICKX, 1987; AZEDO et al., 2008 e 2011; SPINOLA, 2010).
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3 Metodologia
3.1 Amostragem

Foi utilizado no estudo um total de 1000 bovinos, oriundos de 33 rebanhos localizados
nos municipios de Paudalho, Belo Jardim, S&o Lourenco da Mata, Jaboatdo dos Guararapes,
Camaragibe, Recife, Canhotinho, Serrinha, Tacaimbo, Vitéria de Santo Antdo, Nazaré da
Mata, Gravatd, Ipojuca, Brejo da Madre de Deus, Séo Jose do Egito e Sanhard, no Estado de

Pernambuco, em periodo compreendido entre os anos de 2002 e 2011.

Foi colhido sangue dos animais, por meio da venopunc¢éo jugular, em tubos com ou
sem &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para realizacdo do leucograma e obtencéo do
soro para diagnostico da LEB, respectivamente.

Desse total de 1000 animais, em 920 foi realizada a tuberculinizacdo por meio da
técnica simultdnea comparada (TSC). As amostras de sangue foram processadas no
Laboratorio de Pesquisa em Clinica de Grandes Animais, do Departamento de Medicina
Veterinaria (LPCGA-DMV) da UFRPE.

3.2 Teste simultaneo comparativo (TSC) para diagndstico da tuberculose bovina

O diagndstico da TB foi estabelecido pelo Teste da Tuberculina (Teste Simultaneo
Comparativo - TSC), cujo resultado era estabelecido 72 horas ap6s a inoculacdo das
tuberculinas aviéria e bovina (Derivado Proteico Purificado - PPD)*, a partir da avaliagdo das
reacfes imunoalérgicas resultantes, circunscritas aos locais da inoculagdo, pela inspecao,

palpacdo e cutimetria.

Foi medida a espessura da dobra pele em duas etapas, sendo calculada a diferenca
entre ambas: os valores obtidos antes da inoculagdo das tuberculinas (12 cutimetria) foram
subtraidos dos obtidos 72 horas ap6s a inoculagéo (22 cutimetria), considerando os respectivos
antigenos. O resultado final do teste foi aferido pelo célculo da diferenca entre os dois

antigenos (PPD aviaria subtraidos da PPD bovina) e interpretado de acordo com os

! Produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana - TECPAR®, sob controle de qualidade do MAPA.
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procedimentos preconizados no Regulamento Tecnico do Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovina (BRASIL, 2006), como descrito na tabela 2.

Tabela 2. Interpretacdo dos resultados da cutimetria do teste
simultaneo comparado. Recife, 2012.

A Bovina - A Aviaria (mm) Resultado
<0 Negativo
0,0-1,9 Negativo
2,0-39 Inconclusivo
>4,0 Positivo

A = diferenca

3.3 Sorodiagnostico da Leucose Enzodtica dos Bovinos

Foi estabelecido pelo exame das amostras de soro a Imunodifusdo em gel de &gar
(IDGA), usando a técnica da Imunodifusdo Radial Dupla de Ouchterlony (MILLER e VAN
DER MAATEN, 1977; BIRGEL et al., 1982). Essencialmente, a técnica se presta para
deteccdo de anticorpos séricos especificos anti-VLB, através de um substrato de difusdo
gelatinoso, utilizando o antigeno glicoproteico (gp 51), extraido do envelope do VLB?.

Os resultados eram aferidos 72 horas apds a montagem do sistema da IDGA, a partir
da leitura da placa de Petri, usando incidéncia de luz artificial (lanterna) em sua porcéo
inferior, sendo consideradas sororreagentes as amostras que apresentavam linha de
precipitacdo na zona de contato antigeno-anticorpo idénticas as estabelecidas entre 0s pogos

controle e antigeno.

3.4 Analises leucométricas

A contagem dos leucécitos foi realizada mediante a diluicdo da solugdo com um
pipetador automatico de 20 pL: foram colocados 0,4 mL do fluido diluidor de Tirk (solugéo
de acido acetico glacial 2%, a qual foi adicionado um mL de uma solugcdo aquosa de violeta
de genciana 1%) em tubos de ensaio de cinco mililitros; apds homogeneizagdo da amostra de

sangue, este foi aspirado com o pipetador automatico e colocado no tubo contendo o fluido

2 produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana - TECPAR®, sob controle de qualidade do MAPA.
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diluidor de Tirk; parte do contetdo, homogeneizado por dois minutos, foi pipetado para
preenchimento da camara de Neubauer. Apo6s 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/mm?3 de sangue.

A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada confeccionando-se esfregacos
sanguineos de todos os bovinos examinados, ap6s os cuidados convencionais para limpeza e
desengorduracdo das laminas. Foi utilizada a técnica de coloracdo rapida, empregando-se o
conjunto de corantes Instant Prov®*, que é um corante pandptico para coloragdo diferencial
dos elementos figurados do sangue (IOVINE e SELVA, 1975; LILLIE e CONNLS, 1977;
LILLIE e CONNLS, 1981; LIMA, 1992; SILVA e HASHIMOTO, 1999).

A técnica de coloracgdo seguiu 0s seguintes procedimentos: as laminas foram submersas,
uma a uma, no corante Instant prov I, pelo tempo de 15 segundos, deixando-as escorrer, por
cinco segundos; em seguida, de forma semelhante, foram submersas sucessivamente no
Instant prov Il (por 10 segundos) e no Instant prov Ill (por 20 segundos). Finalmente, os
esfregacos corados foram submetidos a lavagem em agua corrente, estando preparadas para

serem lidas.

3.5 Formacao dos grupos experimentais

Foram criados quatro grupos experimentais, de acordo com os resultados obtidos ao
TSC e a IDGA, denominados:

e Grupo gTB — Composto por 41 bovinos positivos ao TSC;
e Grupo gLEB — Composto por 151 bovinos positivos a IDGA,;
e Grupo gNEG — Composto por 379 bovinos negativos ao TSC e a IDGA;

e Grupo gINT — Composto por 43 bovinos positivos a ambos os testes.

? Fator de multiplicacdo = PC x D/ AC = 10 x 20/ 4; PC = Profundidade da Camara (10); D = Diluicdo (1:20) e
AC = Area contada (4);

* Laborat6rio Newprov - Pinhais, Parané.
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Os animais que resultaram inconclusivos foram excluidos da formagé&o dos grupos. O
grupo gNEG foi considerado como grupo controle por estarem inclusos no mesmo animais

aparentemente higidos.

3.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS 15.0 para
Windows Evolution Version (Teste t de Student) (SAMPAIO, 2007).

Com o objetivo de avaliar possiveis diferencas nas médias das variaveis leucométricas
sob a influéncia da TB, foram procedidos ensaios pelo confronto dos grupos experimentais: 1)
gTB e gNEG; 2) gLEB e gNEG,; e 3) gNEG e gINT. A analise e interpretacdo dos resultados
foram realizadas pelo teste t de Student, depositando nos mesmos um grau de confianca de
95% (p < 0,05).
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4 Resultados e discussao

4.1 Relacionadosa TB e a LEB

Os resultados relativos a tuberculinizacdo e ao sorodiagnostico da LEB estdo descritos
detalhadamente nas tabelas 3 e 4, respectivamente.

Depreende-se das referidas tabelas que as taxas de prevaléncia da TB e da LEB foram
11% (99/920) e 28% (282/1000), respectivamente, com 88% (29/33) dos rebanhos

contribuindo com ao menos um animal positivo para um ou ambos os testes.

Os resultados demonstram que as duas doencas encontram-se disseminadas e em
expansdo nos rebanhos leiteiros examinados, com indices expressivos, 0 que as torna um
grave problema sanitario, demandando atencdo das autoridades sanitarias, sobretudo pela
intensidade de suas prevaléncias, classificadas como média para a TB e de média a alta para a
LEB (SHETTIGARA, 1986), ambas superiores a indices registrados no pais (BRASIL, 1994,
2006; MELO, 1999; MENDES, 2002; TENORIO, 2003; BIRGEL JUNIOR et al., 2006;
OLIVEIRA et al.,, 2007; FIGUEIREDO et al., 2010; LAVAGNOLI et al., 2010). Tais
contrastes de resultados podem indicar que as estimativas da prevaléncia da TB e da LEB
precisam ser revistas e atualizadas sistematicamente em varios setores da pecuaria regional e

nacional.

Em relacdo a LEB, a doenca vem demonstrando um estado de recrudescimento em
Pernambuco, ap6s dados pioneiros de Melo, em 1991, com 15% de prevaléncia,
permanecendo-se estavel até 2003, com 17% de prevaléncia (TENORIO, 2003). Apds esse
periodo, mais precisamente em 2008, a leucose apresentou-se com prevaléncias de 33,4%
(MENDES et al., 2008) e 30,9% (MELO et al., 2010), semelhantes ao encontrado no presente
estudo.

Fatores como intenso influxo de animais entre os rebanhos, oriundos de outros estados
sem obedecer a rigidos critérios de sanidade, principalmente das regides Sul e Sudeste,
especialmente de S&o Paulo e de Minas Gerais, 0 desconhecimento do produtor sobre as
doencas em estudo, a desestruturacdo de 6rgaos oficiais envolvidos com a sanidade animal,
bem como a assisténcia médico-veterinaria deficiente, influenciam certamente na génese e

disseminagdo da TB e da LEB nos rebanhos leiteiros de Pernambuco (MELO, 1991,
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MENDES, 2002; TENORIO, 2003; FERNANDES et al., 2011; MENDES et al., 2011) e
outros estados do pais (MELO et al.,, 1997; D’ANGELINO et al., 1998; MELO, 1999;
SILVA, 2001; MATOS et al., 2005; BIRGEL JUNIOR et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007;
FIGUEIREDO et al., 2010; LAVAGNOLI et al., 2010; SANTOS et al., 2010).

Aspecto clinico-epidemioldgico relevante refere-se a intercorréncia observada entre TB
e LEB em alguns rebanhos examinados. Dos 920 bovinos examinados, 43 (4,7%) deles
apresentaram positividade simultanea a ambos os testes (IDGA e teste da tuberculina),
evidenciando provéavel intercorréncia entre LEB e TB, isto é, que uma doenca ocorre no
decurso da outra, fendmeno este registrado em diferentes situagdes (MELO, 1999; MENDES
etal., 2011; FERNANDES et al., 2011).

A explicacdo mais consistente para isso refere-se ao comprometimento da integridade
do sistema imunitario organico pela acdo imunodepressora do VLB, gque penetra e incorpora-
se no genoma linfécitario por tempo indeterminado (MUSCOPLAT et al. 1974; WYERS,
1975; CASTRO et al., 1988). Adicionalmente, as evidéncias imunocitolégicas de que VLB
infecta mondcitos circulantes (HEENEY et al., 1992) aumenta a susceptibilidade do
hospedeiro a outras infecgdes (BURNY e MAMMERICKX, 1987), como a determinada pelo
Mycobacterium bovis, que é o agente etioldgico de eleicdo da tuberculose na espécie bovina.

Do ponto de vista do saneamento dos rebanhos envolvidos neste estudo, é importante
salientar que 88% (29/33) das propriedades tinham ao menos um bovino reagente a um ou
ambos os testes, fato que resultou na positividade de 32% (323/1000) a IDGA e/ou teste da

tuberculina do total de bovinos examinados.

Neste sentido, e considerando o carater irreversivel da infeccdo pelo VLB, a incluséo
da LEB e TB na lista de notificacdo obrigatoria da Organizacdo Mundial de Sanidade Animal
(OIE, 2008), o PNCEBT (BRASIL, 2001) para o saneamento de rebanhos e o caréater
zoonotico da TB, admite-se que um terco das vacas examinadas (323/1000) deveriam ser
eliminadas de seus rebanhos de origem, o que implicaria em grandes prejuizos para 0s

produtores e, consequentemente, para a pecuaria leiteira do Estado de Pernambuco.
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Tabela 3. Resultados ao TSC no exame dos bovinos para diagndstico da tuberculose, distribuidos
em funcdo dos rebanhos e municipios do estado de Pernambuco. Recife, 2012.

Resultados da tuberculinizacéo

Rebanhos  Municipios Positivos (%)  Suspeitos (%)  Negativos (%) Total
R1 Paudalho 36 (30) 17 (14) 68 (56,2) 121
R2 Arcoverde 10 (26,3) 5(13,1) 23 (60,5) 38
R3 Arcoverde 2 (15) 4 (31) 7 (53,8) 13
R4 Arcoverde 2 (33,3) 1(17) 3 (50) 6
R5 Arcoverde 0 (0 0 (0 2 (100) 2
R6 Belo Jardim 1 (31) 2 (6,25) 29 (91,0 32
R7 Arcoverde 0 (0,0 0 (0 5 (100) 5
R8 Arcoverde 0 (0,0) 0 (0 7 (100) 7
R9 Arcoverde 0 (0,0) 2 (15,3) 11 (85) 13
R10 Arcoverde 0 (0,0) 0 (0) 7 (100) 7
R11 Camaragibe 0 (0,0 6 (11,1) 48 (88,9) 54
R12 Recife 1 (8,3) 2 (16,7) 9 (75) 12
R13 Camaragibe 12 (17,9) 0 (0) 55 (82) 67
R14 Serrinha 9 (20) 0 (0) 36 (80) 45
R15* Canhotinho - - - -
R16* Canhotinho - - - -
R17 Vitoria de Santo Antao 0 (0) 0 (0) 31 (100) 31
R18 Belo Jardim 11 (10,9) 11 (10,9) 79 (78,2) 101
R19 Belo Jardim 0 (0 1 (92 10 (90,9) 11
R20 Gravata 2 (29 5 (7,25) 62 (89,85) 69
R21 Nazaré da Mata 0 (0) 0 (0) 13 (100) 13
R22 Belo Jardim 0 (0) 0 (0) 40 (100) 40
R23 Belo Jardim 0 (0) 1 (5) 19 (95) 20
R24 Tacaimbo 0 (0) 0 (0) 20 (100) 20
R25 Ipojuca - Arcoverde 0 (0) 0 (0) 14 (100) 14
R26 Séo Lourenco da Mata 2 (15,4) 0 (0) 11 (84,6) 13
R27 Tacaimbd 0 (0 0 (0) 20 (100) 20
R28 Sanhar6 3 (15) 3 (15) 14 (70) 20
R29* Jaboatdo dos Guararapes - - - -
R30 Brejo da Madre de Deus 0 (0) 0 (0) 27 (100) 27
R31* Vitdria de Santo Antéo - - - -
R32 Sao José do Egito 0 (0) 0 (0) 60 (100) 60
R33 Camaragibe 8 (20) 8 (20) 23 (59) 39
Total (%) 99 (11) 68 (7) 753 (82) 920

* rebanhos R15, R16, R29 e R31 ndo foram tuberculinizados.
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Tabela 4. Resultados a IDGA no exame dos bovinos para o diagndstico da Leucose Enzoética dos
Bovinos, distribuidos em funcdo dos rebanhos e municipios do estado de Pernambuco.

Recife, 2012.
o Resultados da IDGA
Rebanhos ~ Municipios Positivos (%)  Suspeitos (%)  Negativos (%) Total
R1 Paudalho 47 (38,8) - 74 (61,1) 121
R2 Arcoverde 12 (32) - 26 (68,4) 38
R3 Arcoverde 1 (8) - 12 (92,3) 13
R4 Arcoverde 2 (33,3) - 4 (67) 6
R5 Arcoverde 1 (50) - 1 (50) 2
R6 Belo Jardim 19 (59,4) - 13 (40,6) 32
R7 Arcoverde 1 (20) - 4 (80) 5
R8 Arcoverde 1(14,3) - 6 (86) 7
R9 Arcoverde 4 (31) - 9 (69,2) 13
R10 Arcoverde 0 (0) - 7 (100) 7
R11 Camaragibe 19 (35,2) - 35 (65) 54
R12 Recife 2 (16,7) - 10 (83,3) 12
R13 Camaragibe 15 (22,4) - 52 (78) 67
R14 Serrinha 22 (48,9) - 23 (51,1) 45
R15 Canhotinho 0 (0) - 17 (100) 17
R16 Canhotinho 8 (24,2) - 25 (76) 33
R17 Vitéria de Santo Antédo 0 (0) - 31 (100) 31
R18 Belo Jardim 48 (47,5) - 46 (45,5) 94
R19 Belo Jardim 5 (45,4) 2 (18,2) 4 (36,4) 11
R20 Gravata 17 (24,6) 9 (13) 43 (62,3) 69
R21 Nazaré da Mata 2 (15,4) 0 (0) 11 (84,6) 13
R22 Belo Jardim 8 (20) 1 (2,5) 31 (77,5) 40
R23 Belo Jardim 7 (35) 1 (5 12 (60) 20
R24 Tacaimbd 5 (25) 0 (0) 15 (75) 20
R25 Ipojuca — Arcoverde 4 (28,6) 0 (0) 10 (71,4) 14
R26 S&o Lourengo da Mata 4 (30,8) 1 (7,7) 8 (61,5) 13
R27 Tacaimbo 5 (25) 1 (5 14 (70) 20
R28 Sanhar6 0 (0) 0 (0) 20 (100) 20
R29 Jaboatdo dos Guararapes 2 (16,6) 0 (0) 10 (83,4) 12
R30 Brejo da Madre de Deus 1 (4) 0 (0) 26 (96) 27
R31 Vitoria de Santo Antao 9 (36) 0 (0) 16 (64) 25
R32 Sao José do Egito 0 (0) 0 (0) 60 (100) 60
R33 Camaragibe 11 (28) 4 (10) 24 (61) 39

Total (%) 282 (28) 19 (2) 699 (70) 1000




36

4.2 Relacionados as analises leucométricas

Os valores dos leucdcitos dos bovinos examinados estdo descritos na tabela 5, 6, e 7.
Com o objetivo de avaliar possiveis diferencas nas medias das variaveis leucométricas, sob a

influéncia da TB, foram procedidos ensaios pelo confronto dos grupos experimentais, a saber:

e Ensaio 1: analise leucométrica entre os grupos gTB e gNEG

Em conformidade com 0 que se observa na tabela 5, foi encontrada diferenca nas

médias (p<0,05) de leucdcitos totais e linfocitos quando comparados gTB e gNEG.

Tabela 5. Valores dos leucécitos' dos bovinos examinados, distribuidos em funcéo dos
tipos celulares e analisados® pelo confronto dos grupos experimentais gTB e
gNEG. Recife, 2012.

Leucdcitos 3 Grupos T
gTB gNEG
Totais 9,6+2,5° 11,5 +3,8
Linfocitos 59+1,9 76+51°
Neutréfilos segmentados 3,3+3,9 3023
Neutréfilos bastoes 0,1+0,28 0,1+0,22
Mondcitos 0,1+0,22 0,2+0,32
Eosindfilos 0,8+0,72 0,8+0,8?

YEm valores médios (x10°/mm? de sangue;

? Letras distintas na mesma linha indicam diferengas entre grupos (p<0,05);

* Grupo composto por bovinos positivos & tuberculinizagéo;

* Grupo composto por bovinos negativos & tuberculinizagéo e VLB-negativos.

O menor nimero de leucécitos totais (p<0,05) encontrados no grupo TB em relacéo ao
grupo NEG (tabela 5) se deve a diminuicdo (p<0,05) no nimero de linfécitos circulantes, pois
0 bovino por ser um animal linfocitico (SWENSON, 1996; JONES e ALLISON, 2007), ou
seja, que possui mais linfécitos do que os outros tipos celulares juntos, quando ha uma
diferenca significativa no numero de linfocitos, geralmente o numero de leucdcitos
acompanha (JONES e ALLISON, 2007).

Os resultados do presente estudo diferem dos apresentados por Javed et al. (2010), que
encontraram um maior numero de linfécitos € menor nidmero de neutrofilos em bovinos

positivos em relagdo aos negativos a tuberculinizag&o.
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Ja os resultados de Shettar et al. (2011) foram de certa forma semelhantes aos do
presente estudo. Apesar de estatisticamente insignificante, os autores encontraram um menor
numero de leucdcitos e linfocitos nos animais positivos a tuberculinizacdo, com inclusive
47% (7/15) dos bovinos apresentando linfopenia. Os positivos possuiam também um menor
namero de neutréfilos, enquanto os mondcitos apareceram em maior nimero, diferentemente
do encontrado no presente trabalho, em que tais tipos celulares ndo diferiram (p>0,05) entre

0S grupos.

Tal diminuicdo no numero de linfécitos, apesar de ainda mantida na faixa considerada
fisiologica (MORRIS, 2006), pode ser encontrada em doencas de evolugdo crénica (MORRIS
e LARGE, 1990), pois os linfocitos, juntamente com os eosinéfilos, sdo os tipos celulares
mais sensiveis aos corticosteroides endogenos (JAIN, 1993), liberados em situacdes

estressantes (TRALL, 2007), como por exemplo, em animais com TB.

O mecanismo com que os corticosteroides atuam na diminuicdo dos linfocitos é
meramente especulativo (MEYER et al., 1995). Culpam-se a lise linfocitaria causada pelos
horménios (BUSH, 2004) ou por meio da recirculacdo linfatica de tal tipo celular (SILVA et
al., 2008).

Essa diminuicdo de linfocitos evidencia um estado de imunossupressdo em que 0S

animais tuberculosos se enquadram.

e Ensaio 2: analise leucométrica entre os grupos gLEB e gNEG

Os valores leucométricos descritos na tabela 6, na comparagao entre os grupos gLEB e
gNEG, apresentaram diferenca significativa nas médias (p<0,05) de leucdcitos totais e

linfocitos.
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Tabela 6. Valores dos leucécitos' dos bovinos examinados, distribuidos em funcéo dos
tipos celulares e analisados pelo confronto dos grupos experimentais gLEB e
gNEG. Recife, 2012.

Leucocitos Grupos®
gLEB® gNEG*
Totais 13,2 +6,3? 11,5+3,8
Linfocitos 9,1+6,0 76+51°
Neutrofilos Segmentados 31+2,3 3,2+2,9
Neutrofilos Bastdes 0,1+0,22 0,1+0,22
Mondcitos 0,2+0,3? 0,5+3,12
Eosindfilos 0,9+0,8? 0,8+0,8?

1 Em valores médios (x10°/mm? de sangue;

? Letras distintas na mesma linha indicam diferencas entre grupos (p<0,05);

3 Grupo composto por bovinos VLB-positivos;

* Grupo composto por bovinos negativos a tuberculinizagio e VLB-negativos.

O maior nimero de leucdcitos totais (p<0,05) encontrado no grupo gLEB em relagdo
ao grupo gNEG se deve a um aumento no nimero de linfécitos circulantes (p<0,05) pela acédo
patogénica de VLB (WYERS, 1975; FERRER, 1979; BURNY e MAMMERICKX, 1987,
HEENEY et al., 1992; BURNY e MAMMERICKX, 1987; AZEDO et al., 2008 e 2011;
SPINOLA, 2010).

Esse aumento no nimero de linfdcitos se deve a um mecanismo utilizado pelo VLB,
gue ao integrar-se ao genoma do hospedeiro, estimula a proliferacdo de linfocitos,
principalmente os do tipo “B”, a0 mesmo tempo em que retarda a apoptose programada de
tais células (SOUZA et al., 2011). A linfocitose é observada em cerca de um terco dos
animais com LEB (FERRER, 1979). Sabe-se que o estimulo para proliferacdo dos linfocitos
B provém de uma maior expressao da Interleucina-2 por linfécitos T (TRUEBLOOD et al.,
1998), e a apoptose pode ser retardada por uma inexpressdo viral no linfécito, impedindo que
este seja destruido (GILLET et al., 2007). Essa estratégia é utilizada pelo virus por dois
motivos: aumentar o nimero de réplicas virais e aumentar o nimero de linfocitos B, para que

outras copias virais possam infecta-los (DEQUIEDT et al., 1999).

Apesar de apresentarem diferentes influéncias, até mesmo aparentemente opostas,
pode-se dizer, no leucograma, tanto a LEB quanto a TB resultam em imunossupressdo do

individuo.
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A TB, de acordo com os resultados, pode atuar interferindo negativamente na
producdo leucocitaria através de mecanismos diretos, por meio da producdo de
corticosteroides endogenos (JAIN, 1993; TRALL, 2007), como também de maneira indireta,
através da diminuicdo na alimentacdo e exercicio, por exemplo, pela acdo debilitante da

tuberculose.

No caso especifico da LEB, apesar de haver um aumento no nimero de leucocitos,
mais precisamente linfocitos, tais células ndo estdo em perfeito funcionamento,
principalmente naqueles casos em que ha linfocitose persistente (WYERS, 1975; FERRER,
1979; BURNY e MAMMERICKX, 1987, HEENEY et al., 1992; BURNY e
MAMMERICKX, 1987; AZEDO et al., 2008 e 2011; SPINOLA, 2010), que ocorre em cerca
de 30% dos animais VLB positivos (FERRER, 1979).

e Ensaio 3: andlise leucométrica entre os grupos gINT e gNEG

As médias dos pardmetros leucométricos estudados, dos grupos gINT e gNEG, foram
confrontadas para avaliar a interferéncia da co-positividade ao TSC e IDGA no leucograma de
bovinos, visto que ambos resultados, isoladamente, interferiram na leucometria (tabelas 5 e
6).

Na comparagdo entre 0s grupos gINT e gNEG ndo foi encontrada diferenca nas
médias (p>0,05) em nenhum dos parametros avaliados, como pode ser observado na Tabela 7.
Tal diferenca ndo foi observada entre os grupos, pelas influéncias inversas sobre o
leucograma observadas na LEB e TB. Enquanto os animais VLB-positivos tiveram um
aumento nos leucdcitos totais e linfécitos (tabela 6), os bovinos positivos a tuberculinizacdo
apresentaram uma diminui¢do nos mesmos parametros (tabela 5), resultando assim em efeito

antagoénico.
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Tabela 7. Valores dos leucécitos' dos bovinos examinados, distribuidos em funcéo dos
tipos celulares e analisados pelo confronto dos grupos experimentais gINT e
gNEG. Recife, 2012.

Leucdcitos Grupos”
gINT® gNEG”
Totais 11,8 + 4,32 11,5+ 3,8°
Linfécitos 8,0+ 3,52 76+51%
Neutrofilos Segmentados 2,7+1,62 3,2+2,92
Neutrofilos Bastdes 0,1+0,22 0,1+0,22
Mondcitos 0,1+0,22 0,5 +3,12
Eosindfilos 0,8+0,5? 0,8+0,8?

1 Em valores médios (x10°/mm? de sangue;

? Letras distintas na mesma linha indicam diferencas entre grupos (p<0,05);

¥ Grupo composto por bovinos simultaneamente positivos a tuberculinizagio e VLB-positivos;
* Grupo composto por bovinos negativos & tuberculinizacio e VLB-negativos.

A criacdo de chaves leucométricas para diagndstico da LEB teve inicio com Gotze et
al. em 1954. Tais chaves possuem como principio a identificacdo de animais/focos da LEB
por meio da linfocitometria, levando em conta a caracteristica do VLB, que provoca uma
linfocitose persistente em cerca de 30% dos individuos infectados (FERRER, 1979). O uso da
leucometria como ferramenta diagndstica auxiliaram diversos paises, como por exemplo, a
Finlandia, que erradicarem a doenca do pais (NUOTIO et al., 2003). Para deteccédo de focos, a
leucometria pode ser extremamente Gtil, como discutido anteriormente no comparativo entre
0s grupos gLEB e gNEG (tabela 6), onde um aumento na média dos linfdcitos (p<0,05) foi

observada no grupo gLEB em relacdo ao gNEG.
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5 Consideragdes finais

O estado de enzootia em que se encontra a LEB na populacdo dos rebanhos
examinados, em conexdo com as evidéncias de sua intercorréncia com a
tuberculose, requer mais atencdo das autoridades sanitérias do estado, com vista a
implantacdo de estratégias mais eficazes de deteccdo, controle e erradicagdo das
duas doencas;

A necessidade da eliminacdo de mais de um terco (323/1000) das vacas examinadas
e da interdicdo da ampla maioria de seus rebanhos de origem (29/33), por terem
apresentado positividade para LEB ou TB ou ambas as doencas, e na hipétese da
ratificagdo dos resultados deste estudo em ensaios mais amplos, 0s prejuizos seriam
desastrosos para toda a cadeia produtiva da pecuaria leiteira do estado de
Pernambuco;

Considerando o efeito antagbnico da LEB e da TB sobre o leucograma dos bovinos,
exacerbando e deprimindo os leucdcitos e linfocitos, respectivamente, ambas as
doencas comprometem o estado imunitario dos rebanhos, tornando-os mais
susceptiveis a doencas oportunistas;

Estrategicamente, com vista ao saneamento dos rebanhos leiteiros, 0 exame
soroldgico positivo confere ao bovino reagente infeccdo pelo VLB e indica seu
descarte do rebanho, porém, quando negativo ndo garante isencdo de infec¢do ao
bovino ndo reagente. Nestes casos, a utilizacdo da leucometria como recurso
auxiliar ao diagndstico da LEB pode ser uma alternativa viavel para o controle da
doenca, pois possibilita a identificacio de muitos bovinos ndo detectaveis
sorologicamente. Para isso, 0s bovinos soronegativos para LEB devem ser
previamente tuberculinizados, os reagentes ao TSC descartados e 0s ndo reagentes
submetidos a leucometria, evitando-se, com isso, resultados falso-negativos para

LEB provocados pela interferéncia da TB no leucograma (Figura 2).
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Figura 2.

Inclusdo do teste da tuberculina em esquema estratégico aplicavel a programas sanitarios usando a
leucometria para identificacdo de focos da LEB, com vistas ao saneamento dos rebanhos leiteiros no
estado de Pernambuco. Recife, 2012.




43

6 Conclusao

Os valores leucométricos de bovinos sofrem influéncia da TB, devendo todo programa
sanitario de combate & LEB em rebanhos leiteiros do estado de Pernambuco, e que inclua a
leucometria como ferramenta epidemioldgica estratégica, preconizar a prévia tuberculinizacéo

dos rebanhos envolvidos, sendo descartados os bovinos que apresentarem positividade ao

teste imunoalérgico.
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