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RESUMO

A Leucose Enzodtica dos Bovinos (LEB) é uma ameaca a salide dos rebanhos bovinos do
estado de Pernambuco e o aperfeicoamento no uso de ferramentas epidemioldgicas para
identificacéo e eliminagdo de focos desta doenca demanda atencéo. O objetivo com a realizacéo
deste estudo foi avaliar aleucometria como um recurso auxiliar para a identificagdo de focos da
LEB e saneamento dos rebanhos, a partir de ensaios realizados para estabelecer a prevaléncia
dessa insidiosa retrovirose e da Tuberculose Bovina (TB) em rebanhos criados em varios
municipios do estado. Foram submetidas ao sorodiagnéstico para LEB amostras de 1.000
bovinos procedentes de 33 rebanhos, sendo 920 deles submetidos previamente ao teste da
tuberculina (TCC). Em aproximadamente 70% (694/1000) dos bovinos foram realizadas andlises
leucométricas, sendo desconsiderados das mesmas 0s animais com resultados inconclusivos aos
dois testes diagnosticos e os positivos ao teste da tuberculina. Desta forma, 530 amostras foram
distribuidas em dois grupos experimentais, em funcdo dos resultados aIDGA: Gl = leucogramas
de 379 bovinos soronegativos, e GllI = leucogramas de 151 bovinos soropositivos. As
prevaléncias da LEB e TB foram 28% (282/1000) e 11% (99/920), respectivamente.
Globamente, os valores médios dos leucocitos foram: totais = 12,0 + 4,7 elinfocitos= 8,1 + 5,4
(x10¥mm?). Considerando os grupos experimentais, os valores médios dos leucécitos do Gl
(totais = 11,5 + 3,8 e linfécitos = 7,6 + 5,1 x10¥mm°) foram significativamente menores
(p<0,05) do que os do GlI (totais = 13,3 + 6,3 e linfécitos = 9,1 + 5,9 x10¥mm°). Dentre os
bovinos examinados 30% (159/530) apresentaram leucocitose por linfocitose — LL (leucdcitos
totais e linfocitos maiores do que 12,1 e 8,4 x10%mm?, respectivamente), tendo o GI maior
frequéncia de animais (99/379) com esta disfuncéo linfoproliferativa do que o GIl (60/151),
contudo os valores leucométricos médios do Gll (totais = 18,6 + 6,5 e linfocitos = 14,0 + 6,7
x10*mm?®) foram significativamente superiores (p<0,05) aos do Gl (totais =159 + 3,1 e
linfécitos = 12,1 + 8,0 x10*’mm?). Analisando os bovinos portadores de LL e que apresentaram
os valores leucométricos acima do limite toleravel de referéncia (totais = 15,0 e linfocitos =
12,7 x10*’mm?®, respectivamente), ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
Gl (totais = 19,9 + 3,5 e linfécitos = 15,8 + 3,9 x10¥’mm?®) e Gl (totais = 23,2 + 7,4 e linfécitos
= 19,2 + 7,4 x10¥mm?). Bovinos do Gl (soronegativos) portadores de LL (totais > 15,0 e
linfécitos > 12,7 x10¥mm?) foram considerados suspeitos, pois ndo apresentaram diferenca
leucométrica significativa com os do Gl (soropositivos) portadores de LL. Conclui-se que, com
a demonstracdo da interferéncia do VLB no leucograma dos bovinos examinados e com a
identificacdo de bovinos suspeitos ndo detectados pela IDGA, a leucometria se presta como
recurso auxiliar para aidentificagdo de focos da L EB e saneamento dos rebanhos.

Palavras — chave: Leucose Enzodtica dos Bovinos, leucometria, identificacdo de focos; saneamento.



ABSTRACT
The Enzootic Bovine Leukosis (EBL) is a threat to the health of cattle herds in the state of
Pernambuco and improvement in the use of epidemiological tools to identify and eliminate
outbreaks of the disease demands attention. The aim of this study was to evaluate the leukocyte
count as an aid in the identification of outbreaks of EBL and sanitation of livestock, from tests
performed to establish the prevalence of this insidious retrovirus and Bovine Tuberculosis (BT)
in cattle raised in several cities in the state. Were submitted for the EBL s serodiagnosis 1000
bovine samples originating from 33 herds, 920 of them being previously submitted to the
tuberculin test. Approximately 70% (694/1000) of the bovine leukocyte counts were analyzed,
and disregarded animals with inconclusive results to two diagnostic tests and the positive to the
tuberculin test. Thus, 530 samples were divided into two experimental groups, according to the
results of AGID: GI = white blood cell count of 379 seronegative cattle, and 1GI = white blood
cell count of 151 seropositive cattle. The prevalence of EBL and BT were 28% (282/1000) and
11% (99/920), respectively. Overall, the mean values of leukocytes were: total = 12.0 + 4.7 and
lymphocytes = 8.1 + 5.4 (x10%mm?). Considering the experimental groups, the mean values of
leukocytes in GI (total = 11.5 + 3.8 and = 7.6 * 5.1 lymphocytes x10*/mm?) were significantly
lower (p <0.05) than those of GlI (total = 13.3 + 6.3 and = 9.1 + 5.9 lymphocytes x10/mm?®).
30% (159/530) of cattle examined had leukocytosis due to lymphocytosis - LL (total leukocytes
and lymphocytes larger than x10%mm?® 12.1 and 8.4, respectively), with the higher frequency of
Gl animals (99/379) with this lymphoproliferative disorder than GIl (60/151), however the
average values of Gl leukocyte (total = 18.6 + 6.5 and lymphocytes = 14.0 + 6.7 x10¥/mm°)
were significantly higher (p <0.05) to Gl (total = 15.9 + 3.1 and lymphocytes = 12.1 + 8.0
x10* ’mm?). Analyzing the cattle with LL and that had leukocyte values above the reference
standard deviation (total = 15.0 = 12.7 x103mm?® and lymphocytes, respectively), there wasn't
significant difference between Gl (total = 19, 9 = + 3.5 and 15.8 + 3.9 lymphocytes x10¥/mm?)
and GlI (total = 23.2 + 7.4 and 19.2 + 7.4 lymphocytes = x10¥mm®). Cattle Gl (seronegative)
with LL (total> 15.0 and lymphocytes> 12.7 x10%mm?®) were considered suspect because
leukocyte counts did not differ significantly with those of GIl (seropositive) with LL. It is
concluded that with the VLB demonstration of interference in leukocyte counts of cattle
examined and the identification of suspect cattle not detected by AGID, the leukocyte count

lends itself as an auxiliary to the identification of outbreaks of LEB and sanitation of livestock.

Keywords: Enzootic Bovine Leukosis, leukocyte counts, identification of outbreaks, sanitation.
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1. Introducéo

A Leucose Enzodtica dos Bovinos (LEB) € uma doenca transmissivel,
cosmopolita, caracterizada pela evolugdo crénica e de impacto socioecondémico
internacional, sendo a notificagdo anual de sua ocorréncia prevista nas normas
zoosanitérias internacional por comprometer o desempenho produtivo dos rebanhos,
estabelecer sucessivas condenagdes de carcacas em matadouros e restringir o comeércio

de animais, além de aumentar 0s custos com servicos veterinarios (OIE, 2001).

A doenca teve origem no Brasil pela introducdo de animais infectados
procedentes de areas enzolticas (paises da Europa, Estados Unidos e Canada) nos
rebanhos do estado de Minas Gerais, sendo difundida progressivamente nas criagdes do
Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sd Paulo (RANGEL e MACHADO, 1943;
BUENO, 1958; MERKT et al., 1959; SANTOS, 1959).

Historicamente, a relevancia da hematologia como ferramenta clinico-
epidemiol 6gica estratégica no combate & LEB pode ser constatada desde os primérdios
do século passado (TOIT, 1916 apud DOBBERSTEIN, 1934; KNUTH e
VOLKMANN, 1916), cujo apice foi alcancado com a elaboracdo, na Alemanha, da
primeira chave leucométrica para avaliar a ocorréncia da LEB nos rebanhos (GOTZE et
al., 1954). Foi este o critério utilizado no combate a doenca, antes mesmo da
comprovagao de sua natureza viral, que possibilitou a paises do continente Europeu,
como a Alemanha, de praticamente erradicar a LEB de seus rebanhos, mantendo,
atualmente, apenas o monitoramento clinico e soro-epidemiolégico das criacdes
(STOBER, 1970).

Diferentemente, estudos americanos voltaram-se prioritariamente a pesquisa do
agente etiologico e a soroprevaléncia da LEB, resultando na elucidacdo de sua natureza
viral, com o isolamento do Virus da Leucose Bovina (VLB) em cultura celular de
linfécitos bovinos (MILLER et al., 1969), e na redlizagdo de sucessivos ensaios
soroepidemiolégicos, os quais, embora tivessem possibilitado a visualizagdo da
agnitude e dinamica da infeccdo, ndo foram suficientes para erradicar ou mesmo

controlar a ocorréncia da doenca nos rebanhos bovinos dos E.U.A.

Esse modelo americano parece ter sido aplicado pela ampla maioria dos
pesquisadores brasileiros no reconhecimento da LEB no nosso pais, pelo qua se
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priorizou a investigacdo e ratificagdo do agente causal da doenca no pais, com o
isolamento do VLB em material bioldgico de bovinos naturalmente infectados em
cultura de fibroblastos de prepticio humano (ANGELO et al., 1985), em conex&o com
inimeros estudos de soroprevaléncia (MODENA, 1981; BIRGEL et al., 1988 ab;
D'’ANGELINO, 1991; MELO, 1991; CARVALHO, 1994, TENORIO, 2003;
FRANDOLOSO et al., 2008; BARROS FILHO et al., 2010; FERNANDES et al.,
2011). Estudos hematolégicos pioneiros (CAVALCANTE et al., 1969), bem como
outros mais recentes (MELO et al., 1990; BIRGEL et al., 2000; MENDES et al., 2002)
ndo tém sido devidamente considerados no combate a LEB no pais.

A inexisténcia de um programa sanité&rio oficial no combate a LEB e a
desestruturac@o progressiva de alguns servicos de sanidade animal, quer na esfera
municipal, estadual ou federa, particularmente os sistemas de vigilancia
epidemiol6gica, tem interferido negativamente nas condi¢des de salide dos rebanhos
bovinos de nosso pais. Esta situacdo afeta principalmente os pequenos produtores por
submeter seus animais a um manejo gera falho, particularmente em seus aspectos
sanitérios, propiciando o convivio intimo e prolongado de bovinos doentes, fontes
naturais e potenciais disseminadores de agentes infecciosos, expondo continuamente 0s
animais sadios ao risco de infecgdes (MELO, 1991; MENDES et al., 2008;
RADOSTITS et al., 2003; ROSENBERGER et al., 1961).

Neste sentido, e com base nas evidéncias de que VLB compromete o estado
imunitério dos bovinos infectados (WY ERS, 1975; BURNY e MAMMERICKX, 1987,
HEENEY et al., 1992; USUI et al., 2006; ERSKINE et al., 2011), podendo atuar como
fator de risco a ocorréncia da Tuberculose (MENDES et al., 2008; MENDES, 2002), e
na possibilidade da deteccédo de disfuncdes linfoproliferativas especificas vinculadas a
acao patogénicado VLB (MILLER et al, 1969; FERRER et al., 1979; ERSKINE et al.,
2011), admite-se que o reconhecimento do perfil leucométrico, em conexdo com a
pesquisa de anticorpos séricos especificos anti-VLB, potencializam e aperfeicoam os
procedimentos clinicos com vistas ao estabelecimento do diagndstico e a implantacdo

de estratégias de controle e profilaxiada LEB.

Diante do exposto, preservada a relevancia dos aspectos nosol 6gicos e anatomo-
patologicos associados a LEB, e considerando as evidéncias de sua expansdo
desenfreada nos rebanhos leiteiros do estado de Pernambuco, objetiva-se com este
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estudo caracterizar a dindmica leucométrica de bovinos submetidos ao sorodiagnéstico
da LEB e avaiar a importancia da leucometria como um recurso auxiliar para o
monitoramento de rebanhos, com vista a identificacdo e eliminagdo de focos da doenca,
bem como possibilitar a implantacdo de estratégias mais eficazes de controle da

ocorréncia dessa insidiosa retrovirose nos rebanhos.
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3 Revisdodeliteratura
3.1 Aspectos histérico-conceituais, epidemiol 6gicos e etiopatogénicosda LEB

A designagdo Leucose Enzodtica dos Bovinos (LEB) é reconhecida universalmente
(INTERNATIONAL COMITTEE ON BOVINE LEUCOSIS, 1968) e a doenga teve sua
origem na Europa, de onde foi disseminada para outros continentes, através da
introducdo de animais europeus infectados em seus rebanhos (OLSON e MILLER,
1987; CASTRO et al., 1988). O primeiro caso clinico de LEB foi reportado por
LEISERING em 1861, ao descrever nodulos neoplasicos de origem linféide em um
baco de vaca (STOBER,1970; OLSON e MILLER, 1987).

Apesar das evidéncias epidemiolbgicas, apenas em 1965 a natureza infecciosa do
agente etiolégico da LEB foi esclarecida por Bendixen. Posteriormente, ocorreu a
identificacdo da etiologia viral da Leucose redizada por MILLER et al. (1969), que
isolaram o virus em cultura de linfécitos bovinos com sintomas aparentes ou ndo da
doenca, determinando, através da microscopia eletrénica, a frequéncia das particulas
viras.

A LEB é causada por um retrovirus exogeno linfotropico B que compromete
primariamente o sistema linféide do bovino infectado, determinando processos
desorganizativos dos seus tecidos e 6rgaos, especialmente linfonodos, que perdem as
caracteristicas primérias e vao sendo progressivamente substituidos por um novo tecido,
de natureza neoplasica, formador de linfossarcomas, podendo haver ou nédo
leucemizagdo (JAIN, 1993; MATSUOKA e JEANG, 2007).

Estudos citogenéticos e imuno-soroldgicos, que demonstraram haver uma
sequéncia nuclear homdloga entre o virus da leucose bovina e viroses linfotropicas T
humanas, assim como, ocorréncia de reagdes cruzadas de anticorpos entre soros bovinos
e humanos infectados (MARUYAMA et al., 1989; MATSUOKA e JEANG, 2007),
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 L eucose Bovina (VLB).

Os primeiros estudos a cerca da etiopatogenia da doenca no Brasil foram

publicados por Rangel e Machado (1943), ao realizarem um levantamento sobre a
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frequéncia de neoplasias em animais domesticos, no estado de Minas Gerais, e
assinalarem, de forma inédita no pais, a ocorréncia de linfossarcoma em bovinos.
Porém, Merkt et al. (1959) parecem sinalizar o primeiro diagnostico autoctone da
doenca em rebanho brasileiro, apesar de haver relatos de que observacfes clinico-
anatomopatol 6gicas associadas a leucose, haviam sido realizadas, mas ndo publicadas,
por Bueno (1958) em S&o Paulo e Santos (1959) no Rio de Janeiro.

A consolidacdo de anos de estudos voltados aos aspectos clinico-epizootiol dgicos
e da etiopatogenia da leucose no Brasil ocorreu com o isolamento pioneiro do VLB por
Angelo et al. (1985), em cultura primaria de fibroblastos provenientes de prepucios
humanos, a partir de linfécitos de bovinos sororeagentes ao antigeno glicoprotéico do
VLB.

Na cadeia epidemioldgica da LEB infec¢do e doenga representam 0 mesmo risco
(BIRGEL et al., 1982), aspecto este que torna os animais portadores do VLB, aém de
fonte natural, agentes de alta infecciosidade e precursores da génese da leucose

enzodtica em uma populacéo de bovinos.

Observa-se uma maior disseminagdo do VLB entre animais de exploragéo
leiterira, em relagéo aos animais destinados a producéo de carne, nesse contexto, Lorenz
e Straub (1987) associaram a maior susceptibilidade de bovinos leiteiros a infeccéo pelo

VLB as variacGes de manejo e amaior permanéncia dos animais nos rebanhos.

Os aspectos de transmissibilidade do VLB tém sido exaustivamente estudados
durante anos, demonstrando que a transmissdo natural do virus pode ocorrer horizontal
ou verticalmente (GOTZE et al., 1956; ROSENBERGER, 1961 e 1968; FERRER e
DIGLIO, 1976; VAN DER MAATEN e MILLER, 1979; MAMMERICKX et a.,
1978, WILESMITH, 1980; BUXTON et al., 1982; BIRGEL et al., 1982
BRIGHTLING e RADOSTITS, 1983; EVERMANN et al.,, 1987, LORENZ e
STRAUB, 1987). O fato das particulas virais livres serem bastante instaveis torna as
células infectadas, como linfocitos-B, mondcitos, macréfagos, etc, presentes no sangue

ou leite, os principais veiculos na transmisséo natural do VLB (KETTMANN, 1994).

A transmissdo horizontal do VLB é favorecida pelo convivio initmo e polongado
de animais que vivem em constantes condicdes de estresse, como a rotineira mudanca

do pasto pra estabulacdo, podendo ocorrer quando expostos ao leite ou colostro de
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animais infectados, secrecOes (salivar, nasal, genital) e excrecOes (urina e fezes)
(ROSENBERGER, 1961 e 1968; MAMMERICKX et al., 1978, WILESMITH et al.,
1980; SPRECHER et al., 1991 apud TSUTSUI et al., 2010).

A transmissdo iatrogénica €, certamente, a via mais preocupante e de maior
difusdo do VLB, sendo necessarios, apenas 2.500 linfécitos (0,05ul de sangue) para,
através de inoculagdo, determinar-se a infeccdo (VAN DER MAATEN e MILLER,
1979). Normas inadequadas de palpacéo retal, vacinacdo, tratamento sistémico
utilizando injegdes intramusculares, subcuténeas ou intravenosas contaminadas com
sangue, colheitas ou transfusdes de sangue, incluindo o processo de premuni¢do contra
anaplasmose e babesiose a que sdo submetidos, rotineiramente, os animais importados,
além de fomites contaminados usados em castragdes e descornas, podem difundir
intensamente a infeccdo pelo VLB em um rebanho (BIRGEL et al., 1982;
BRIGHTLING e RADOSTITS, 1983; LORENZ e STRAUB, 1987, KOHARA et al.,
2006).

Verticamente, por via placentaria, 0 VLB pode infectar linfocitos fetais, o que
caracterizaria uma infeccdo intra-uterina, que ocorre entre 8 e 20% dos casos de
contdgio estando associado a uma imunossupressao tempordria que ocorre na vaca
durante a prenhez, e com riscos maiores para bezerros nascidos de vacas com linfocitose
persistente (FERRER, 1976; EVERMANN, 1987; AGRESTI, 1993). A transmissdo
vertical via colostro também é citada na literatura como possivel (SPRECHER et d,
1991 apud TSUTSUI et al., 2010). Porém, Nagy et al. (2007) ao estudarem a
transmissdo por esta via sugeriram que bezerros aimentados com colostro de vacas
VLB positivas apresentaram uma menor taxa de infeccdo. A discussdo quanto ao papel
do colostro na transmissdo ou prevencdo de retroviroses também é feita na medicina
humanaem relagdo ao VLTH tipos| ell (READ, 2003; ILIFF, 2005).

A maioria dos animais infectados pelo VLB n&o apresentam sintomatologia
clinica, cerca de 30% destes apresentam um quadro de linfocitose persistente e apenas 1
a 5% desenvolvem linfossarcoma (KOHARA et al., 2006). No contexto da transmisséo
do VLB tanto os animais assintomaticos quando os que desenvolvem sintomatologia
merecem atencdo. O primeiro por se caracterizar como uma fonte silenciosa de
transmissdo no rebanho e o segundo, por apresentar elevada carga viral com maior
chance de transmissdo (KOHARA et al., 2006; JULIAREMA et al., 2007).
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Estudo realizado por Kobayashi et al. (2010), em rebanhos com diferentes taxas
de infeccdo, ressalta a importancia de conhecer os fatores de risco na transmissdo do
VLB para se estabelecer eficientes medidas de controle. Neste trabalho ficou evidente
que o sistema de criacdo, a realizacdo de procedimentos cirdrgicos, como por exemplo,
a descorna, sem cuidados com a higiene, a presenca de Tabanideos no verdo, o uso de
luva de palpacdo em varios animais e a reutilizacdo de agulha na vacinacéo influenciam

na disseminacdo do virus dentro de uma propriedade elevando as taxas de infecgao.

A partir do primeiro contato virus~hospedeiro uma forte mas aparentemente
ineficiente resposta imunol6gica (humoral e citotoxica) € produzida (FLORINS, 2007).
Nesse contexto, a infeccéo recente pelo VLB provoca resposta imunoldgica organica,
caracterizada pela exacerbacéo do nimero de linfécitos B, considerando-se como base
o0s padrfes de referéncia para araca e o grupo etério e, consequentemente, aparecimento
de anticorpos séricos especificos anti-VLB, os quais possibilitam a deteccdo precoce
dos animais sororeagentes nos rebanhos, sendo o periodo de tempo entre a infeccdo e a
soro-conversao de, aproximadamente, trés meses (MUSCOPLAT et al., 1974; FERRER
etal., 1979; CASTRO et al., 1988).

O estabelecimento do complexo antigeno-anticorpo (VLB~linfocitos B) promove
a sensibilizagdo imunolégica dos linfocitos, que sofrem modificagbes 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¢cdo de
Imunossupressao que inibe ou reduz a agdo ou producdo de anticorpos, particularmente
IgM, imunoglobulina precursora da ativagdo de enzimas do plasma, responsaveis pela
lise celular e outros fendmenos da resposta imune primaria, inibindo, inclusive, a
atividade fagocitéaria de neutrdfilos, preudicando o sistema imuno-celular. Esse
comprometimento da integridade do sistema imunitario organico propicia a0 VLB,
desprovido de envelope, de penetrar no citoplasma linfocitario onde, sob acdo da
transcriptase reversa, converte-se de RNAvirus mono-cromossomal a DNAvirus duplo-
cromossomal para incorporar-se no genoma celular do linfécito por tempo
indeterminado, as vezes anos, 0 que pode promover o aparecimento de falsos negativos
nos testes sorol 6gicos. O estresse do hospedeiro, advindo da producéo (lactacéo, ganho
de peso rapido) e principamente de doencas intercorrentes, parece ser elemento

importante no desencadeamento da replicacdo de VLB, cujas particulas deixam o nicleo
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celular e, no citoplasma, revertem-se a condicéo primaria de RNAvirus (“retrovirus’, do
lat. retro = para tras), deslocam-se até a membrana citoplasmatica, adquirem forma de
“C” (virus tipo C) e, por gemelacdo, replicam-se intensamente, caindo na corrente
sangiinea em sua forma madura (CHEVRIER, 1975; WY ERS, 1975).

A resposta humoral pos-infeccdo € um dos primeiros sinais de que a infeccdo esta
instalada (RADKE et al., 1990; KONNAI et al., 2006). Os anticorpos sao produzidos
em niveis elevados, reconhecendo epitopes da estrutura viral (gp51 - envelope e p24 -
capsideo) e proteinas reguladoras (Tax e Rex). Alguns desses anticorpos possuem agao
litica direta sobre células infectadas reconhecidas como produtoras de particulas virais
(NAGY et al., 2002). Quase que simultaneamente ao periodo de soro-conversio,
linfocitos-T citotdxicos especificos para proteina TAX e para epitopes do envelope vira
migram para o sangue periférico resultando na permanente ativagdo da linhagem CD4
T-helper durante ainfeccdo (STONE et al., 2000; OLDSTONE, 2006).

Assim, a resposta humoral e citotoxica tem inicio logo apos a infeccdo com a
perspectiva de intensificar-se e persistir durante toda a vida do animal, o que indica que
0 sistema imune encontrar-se-a permanentemente estimulado pelo VLB. A associagdo
das respostas humoral e citotoxica, de forma permanente, torna o animal vulneravel
impossibilitando-o de responder a desafios imunol gicos posteriores, por encontrar-se
imunol ogicamente comprometido (BURNY e MAMMERICKX, 1987; USUI et al.,
2006; MENDES, et al., 2008; ERSKINE et al., 2011).

3.2 Aspectos sor oepidemiol dgicos

Diferentes pesguisadores estabeleceram que o diagnostico nosologico (pelas
manifestacdes clinicas), hematoldgico (pela ocorréncia de leucocitose por linfocitose
associadas a atipia destas células) e imunolégico (pela determinagdo soroldgica de
anticorpos anti-VLB) sd0 necess&rios na determinagdo do diagnostico da leucose
bovina em um rebanho ou individuo (GOTZE et al., 1954, ROSENBERGER et al.,
1961 € 1968, MAMMERIKX et al., 1976; RESSANG et al., 1976).

Os testes soroldgicos recomendados para o diagndstico da LEB sdo a prova de
imunodifusdo em gel de &gar e 0 ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay)
(MILLER e OLSON, 1972; MILLER e VAN DER MAATEN, 1977; TRONO,2001;
OIE, 2008; EL-HAFEIZ, 2010). Estudos mostram a importancia do uso de ambos 0s
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testes diagndsticos na rotina, com o ELISA apresentando uma maior sensibilidade em
relacdo ao IDGA, sendo bem aplicado em casos de baixos titulos de anticorpos
(TRONO, 2001; OIE, 2008; EL-HAFEIZ, 2010). A imunodifusdo é considerada uma
técnica na rotina laboratorial para a identificacdo de bovinos portadores de anticorpos
séricos especificos anti-VLB, pela ata especificidade, adequada sensibilidade e grande
praticidade, sendo pouco dispendiosa. (MAMMERICKX et al., 1976; MILLER e
VAN DER MAATEN, 1977; SHETTIGARA et al., 1986; EVERMANN et al., 1987;
MAMMERICKX et al., 1987). Destaque-se gque, desde 1980, a utilizagdo desta prova
tornou-se obrigatéria na importacdo e exportagdo de gado, sendo adotada como teste
oficial de diagnostico da Leucose Enzodtica dos bovinos pela Comunidade Econdmica
Européia (MILLER, 1980).

Além dos testes sorol 6gicos, métodos diretos de identificagdo do agente etiol 6gico
estdo sendo utilizados no diagndstico da LEB. Nesse contexto insere-se, dentre outros, o
isolamento viral (OIE, 2008) e a reacéo em cadeia da polimerase (PCR) (CAMARGOS
et al., 2005, MOHAMMADABADI et al., 2011). Apesar do elevado custo para
realizacdo de PCR, e de ndo ter sido desenvolvida para substituir os testes sorol 6gicos,
esta técnica pode ser utilizada de forma complementar, como por exemplo, para
identificar precocemente animais que ainda ndo soroconverteram ou no diagnostico de
bezerros alimentados de vacas VLB-positivas (CAMARGOS, 2001; CAMARGOS et
al., 2005).

O estudo da prevaléncia da L eucose Enzodtica dos Bovinos, através de inquéritos
soro-epidemioldgicos, empregando-se a imunodifusdo dupla em gel de &gar como
recurso diagnéstico na deteccdo de bovinos reagentes ao antigeno glicoproteico (gp51)
extraido do envelope do VLB vem sendo aplicado em todo mundo. A determinacdo da
taxa de prevaléncia, indice considerado como sendo o parédmetro mais comumente
usado para a avaliagdo da dimensdo da infeccdo pelo mencionado virus em uma
populacdo, proporciona uma visao epidemioldgica mais abrangente e significativa da
doenca (LORENZ e STRAUB, 1987, ACAITE et al., 2007, LOPEZ et al., 2010;
MOHAMMADI et al., 2011).

Na Europa, continente mencionado como sendo o local de origem dessa insidiosa
doenca, a Unido Européia - UE (European Union, 2010) declarou que boa parte dos

paises membros sdo livres da leucose bovina. Contraditoriamente, relatérios da OIE
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(2011) mostram que paises como Alemanha, Franca, Republica Checa, tidos como
livres para a UE, apresentaram casos de leucose entre os anos de 2010 e 2011. Além
desses, paises como Hungria, Itdlia, Polénia, Roménia e RuUssia destacaram-se pela
elevada incidéncia neste mesmo periodo (OIE, 2011).

Estudo realizado entre 1995 e 2005 em Portugal registrou uma diminuicdo na
prevaléncia e incidéncia da LEB no pais, e reforcou que a maior incidéncia da doenca
ocorreu em rebanhos leiteiros, como ja se € conhecido. Para atingir esse resultado,
durante o periodo do estudo, quando a prevaléncia ultrapassava 5% dos animais
reprodutores, os animais infectados ou suspeitos eram isolados ou abatidos (POETA et
al., 2008)

Na Bélgica o uso de normas profilaticas adequadas, praticamente erradicou a
Leucose Enzodtica dos Bovinos de seus rebanhos, onde taxas de prevaléncia como a
encontrada por MAMMERICKX et al. (1978), de 28,57% (90/315), reduziram-se,
atualmente, a indices praticamente nulos, ndo sendo oficialmente registrados casos entre
2007 e 2011 (OIE, 2011).

A Finlandia, aproveitando a baixa prevaléncia da LEB, que nunca superou os 5%,
adotou um programa de controle e erradicacéo a partir de 1991 que consistiu, dentre
outras medidas: no sacrificio de animais positivos e de bezerros nascidos de vacas
infectadas, na interdicdo da propriedade até a destruicdo dos animais infectados e
considerando propriedades livres aquelas sem sinais clinicos e sorol 6gicos durante dois
anos. Como resultado, entre 1997 e 2001 a Finlandia ndo registrou casos da doenca em
seus rebanhos leiteiros e de carne (NUOTIO et al., 2003).

A LEB vem sendo registrada também em paises asiaticos como Iran, Israel, Japdo
e Coreia (OIE, 2011). Dentre esses paises, destacam-se Iran e Japdo pelas marcantes
prevaléncias de 29% e 28%, respectivamente. Estudos realizados no Iran ressaltaram
que rebanhos em situacdo sanitaria precaria e com elevada densidade populacional
apresentaram uma maior prevaléncia em relacdo aos rebanhos ndo submetidos a essas
situacbes (MOHAMMADI et al., 2011; MURAKAMI et al., 2011).

No Canadg, estudo realizado em 2000 na regido leste do pais envolvendo 2.604
vacas leiteiras, identificou anticorpos séricos em 70% das propriedades e em 20,8% dos

animais. Foram considerados rebanhos positivos aqueles que apresentaram pelo menos
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um animal positivo. Nos rebanhos positivos a prevaléncia média foi de 30,9%
(VANLEEUWEN et al., 2001).

No México Suzan et al. (1983) examinaram bovinos pertencentes a 452 rebanhos
e obtiveram taxas de prevaléncia de 36,1% (541/1.498), nos rebanhos leiteiros e de
4,0% (51/1.271), nos rebanhos de corte.

Na América Central, a ocorréncia da L eucose Enzootica dos bovinos foi detectada
na Costa Rica, onde Ducreux et al. (1987), em 34 rebanhos, determinaram uma taxa de
prevaléncia global de 2,5% (23/938), sendo 1,4% (13/902) e 27,8% (10/36) as taxas
encontradas, respectivamente, em 30 rebanhos de corte e quatro leiteiros.

Na Ameérica do Sul, destacam-se os levantamentos soro-epidemioldgicos da

L eucose Enzodtica realizados na Venezuel a, Argentina, Coldmbia e Brasil.

Na Venezuela, Marin et al. (1978) apresentaram um amplo estudo
epidemiol6gico, realizado em varias regides do pais, verificando uma taxa global de
34,3% (5.837/17.029), sendo de 49,1% (3.967/8.081), no gado leiteiro e de 20,9%
(1.870/8.948), no gado de corte.

Trono et al. (2001) ao analisar 10.432 amostras séricas de 363 rebanhos leiteiros
na Argentina identificaram uma prevaléncia individual de 32,85% dos bovinos
infectados, e 84% dos rebanhos analisados apresentaram pelo menos um animal
infectado pelo VLB. Estes resultados evidenciam uma intensidade média de animais
soropositivos, porém, uma elevada prevaléncia de rebanhos infectados, que vem
crescendo nos Ultimos 15 anos, indicando que o VLB deve ser considerado com um

sério problema sanitério nos rebanhos leiteiros da Argentina (TRONO et al., 2001).

Na Coldmbia, a taxa de prevaléncia da infeccdo pelo VLB foi menor do que as
referidas até aquele momento na América do Sul com 49,3% dos rebanhos (36/73)
apresentando animais infectados e taxa de prevaléncia de 14,5% (97/670) (PENA et al.,
1985).

Dados sobre a prevaléncia da LEB na Bolivia sGo escassos, porém, estudo
realizado por Lopez et al. (2010) demonstra que o pais apresenta prevaléncia de 29%,
equival ente a zonas endémicas como Argentina e Brasil.

No Brasil, a avaliagdo da prevaléncia da infeccdo pelo VLB foi iniciada nos

rebanhos dos estados da Regido Sudeste do pais, por Alencar Filho (1979) que detectou
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anticorpos anti-VLB através da prova de imunodifusdo em gel de &gar, em rebanhos
leiteiros criados em S&o Paulo, com taxa de prevaléncia de 60,0% (24/40). A seguir,
Alencar Filho et al. (1979), encontraram taxa de prevaléncia de 35,6% (361/1.013); nos
rebanhos onde relatava-se a ocorréncia de formas clinicas caracterizadas por neoplasias
a taxa de prevaléncia variava de 40 a 80,0%; a taxa de prevaléncia em rebanhos de
bovinos da raca Holandesa (puros ou cruzados) foi igual a 44,8% (184/411); em animais
de outras racas de origem européia a taxa foi 34,1 (123/361); os zebuinos das racas
Nelore, Guzera e Gir, apresentaram taxa menor - 28,6% (4/14). Birguel Junior (2006),
identificou em animais da ragca Simental, criados no estado de S&o Paulo, uma
prevaléncia de 9,24% (44/476), onde 85% (6/7) das propriedade analisadas

apresentaram animais reagente ao VLB.

Birgel et al. (1988ab), ao realizarem inquérito sorolégico para avaliar a
prevaléncia dainfeccdo pelo VLB em bovinos leiteiros criados no estado de S&o Paulo,
determinaram taxas de prevaléncia de 52,6% (243/462) em amostras colhidas na bacia
leiteira de Campinas-SP e 44,9% (774/1.722), em amostras procedentes de 16
municipios do mencionado estado. Estudo semelhante, voltado para a ocorréncia da
LEB na microrregido de Botucatu, ainda no estado de S0 Paulo, revelou 52% (620 /
1.193) dos animais positivos, onde desses, 94,7% eram animais da raga Holandesa
(MEGID et al., 2003).

Birgel Junior et al. (1990) obtiveram 45,3% (393/868) como taxa de prevaléncia
global para a infecgdo pelo VLB em rebanhos bovinos da raga Jersey criados em
diversos municipios paulistas, sendo: 38,9% (35/90), 11,8% (8/68) e 15,5% (13/84),
respectivamente, em bezerros com idade de até trés meses, entre 3 € 6, 6 e 12 meses, nas
novilhas e garrotes, com idade variando de 12 e 24 meses, a taxa de prevaléncia foi de
22,8% (31/136); em animais com 24 a 48 meses de idade, 46,0% (81/176); em animais
com idade entre 48 e 72 meses, 65,0%(89/137) e nos animais com idade maior do que
72 meses, 86,4% (108/125), a taxa de prevaléncia obtida nas fémeas (47,1% - 360/764)

foi expressivamente maior do que a observada nos machos (9,6% - 5/52).

D’angelino (1991), avaliou a performance produtiva e reprodutiva de bovinos
infectados e n&o infectados pelo VLB em um rebanho produtor de leite B, em
Campinas, S0 Paulo, estabelecendo em quatro oportunidades, prevaléncias de 54,8%
(114/208), 53,2% (158/297), 53,5% (138/258) e 52,6% (113/215), respectivamente no
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periodode 1980 a 1989 que formaram um indice global de 53,5% (523/978) de bovinos
reagentes, destacando que vacas com anticorpos anti-VLB apresentaram uma média
diaria de producéo leiteira significativamente menor (11%) quando comparadas com as
ndo reagentes, sendo essa a dindmica produtiva predominante com o desenvolvimento

etério ou aumento de lactacOes das vacas.

No Estado do Rio de janeiro, Romero e Rowe (1981) detectaram uma taxa de
prevaléncia da infeccdo pelo VLB de 53,3% (769/1.444), com prevaléncia de soro-
reagentes ligeiramente maior nas fémeas (54,3%) do que nos machos (42,2%);
destacando-se, ainda, que a prevaléncia de animais sororreagentes foi diretamente

proporcional ao desenvolvimento etario.

No Estado de Minas Gerais, Modena (1981) realizou inquérito soro-
epidemiol6gico prospectivo em um rebanho com antecedentes clinicos de Leucose
Enzodtica dos Bovinos, constituido por 230 animais da raca Holandesa, entre os quais,
alguns bovinos importados; a taxa de prevaéncia global foi de 70,9% (163/230) e, ao
ser estudada a evolucdo da dindmica sé&rica dos anticorpos anti-VLB durante o
desenvolvimento etério, constatou-se que na maioria dos bezerros de vacas positivas
(83,3% - 10/12) houve desaparecimento dos anticorpos, passivamente transferidos pelo
colostro, em até 180 dias. Modena et al. (1983) estudaram a ocorréncia da infeccéo
pelo VLB em um lote de 40 vacas prenhes, com idade variando entre 18 e 35 meses,
procedente de um rebanho de 100 animais recém-importado dos Estados Unidos e
Canada. Destes animais, importados com o objetivo de promover o melhoramento
genético do rebanho nacional, 12,5% (5/40) eram reagentes ao antigeno glicoproteico
do VLB, no momento da chegada ao Brasil e, cinco meses apds, mesmo mantidos em
condicdes de isolamento, o indice de animais soro - reagentes aumentou para 80,0%
(28/35). Foi atribuido o aumento do referido indice ao longo periodo de incubagdo do
VLB e consequente soro-conversdo, de forma lenta, dos animais que tinham se

infectado no pais de origem, antes da exportagao.

Leite et al. (1984), complementando os estudos clinico-epi demiol 6gicos iniciados
por Modena (1981) e Modena et al. (1983), verificaram que 1,7% (4/230) dos animais
do rebanho anteriormente descrito apresentaram a forma neoplasica da Leucose
Enzodtica; observaram também o aumento das taxas de prevaléncia com o

desenvolvimento etéario.
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Modena et al. (1984) concluiram que, provavelmente, a LEB encontra-se
distribuida em todas as regides do estado de Minas Gerais e que ataxa de prevalénciada
infeccdo dos bovinos criados em oito regides deste estado foi de 26,7% (781/2,926),
sendo de 40,7% (519/ 1.274) em rebanhos leiteiros e 15,4% (254/1.652) em rebanhos de
corte. Estes resultados foram confirmados por SANTOS et al. (1985) em 317 amostras
de soro de bovinos procedentes de rebanhos criados em sete regides deste Estado. A
taxa de prevaléncia da infeccdo pelo VLB referida nesta pesquisa foi de 28,4%
(90/317), alcangando em um rebanho o valor de 52,4%.

A correlagdo entre biotecnologia da reproducéo e a infeccdo dos bovinos pelo
VLB, foi investigada por Castro (1988), a0 determinar a prevaléncia da mencionada
infeccBo em vacas doadoras e receptoras de embrifes, procedentes de 11 rebanhos
mineiros. A taxa global de prevaléncia na populacéo de vacas estudadas foi de 23,0%
(104/451): sendo 30,8% (40/130) no grupo de doadoras e 19,9% (64/321) no de
receptoras; comprovando a ampla disseminacdo da infeccdo pelo VLB numa
amostragem representativa da populacdo de vacas utilizadas nos processos de
transferéncia de embrides em Minas Gerais. Foram ainda ressadtadas as possiveis
conseguiéncias econdmicas e sanitarias do comércio de embrides, e a perspectiva desta
situacéo para limitar futuras exportacdes brasileiras, particularmente para paises que

possuam exigéncias sanitarias rigorosas.

Kantek et al. (1982) realizaram inquéritos sorol 6gicos para avaliar ainfeccéo pelo
VLB em animais criados no estado do Parana. Nesta oportunidade, em um lote de vacas
da raca Holandesa, foi registrada a ocorréncia da infecgdo, com taxa de prevaléncia de
18,3% (11/60). Kantek et al. (1983) avaliaram o numero de bovinos portadores de
anticorpos anti-VLB, em nove regides do estado do Parand Nos 184 rebanhos
examinados, verificou-se que 75 apresentavam animais soro-reagentes (40,8%), com
taxa de prevaléncia de 20,7% (144/ 695), sendo 12,1% (7/58), 21,7% (74/341), 19,0%
(44/232) e 29,7% (19/64), respectivamente, as taxas de prevaléncia da infeccdo nas
faixas etérias de 0 a 24, 25 a 60, 61 a 96 e acima de 96 meses de idade.

Carvalho (1994) estabeleceu em 7% (69/985) a prevaléncia de anticorpos séricos
anti-VLB em bovinos das racas Holandesa criados no pdlo regional de Londrina, estado
do Parana, sendo maior nos rebanhos produtores de leite B (27,4%) em relacdo aos de

leite C (8,5%), ndo encontrando soro-reagentes no gado daraca Nelore.
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Estudo realizado por Barros Filho et al. (2010) demonstraram uma prevaléncia de
56,4% (151/268) em animais criados na regido metropolitana de Curitiba. Neste estudo
também foi observado que dentre os animais positivos, 60,32% eram da raca Jersey,
60% Holandesa Preta e Branca e 22% pardo Suico, e nenhum animal mestico, além de
demonstrar um aumento significante da prevaléncia com o desenvolvimento etario dos
animais. Nesse contexto, Barros Filho et al. (2010) relacionam a elevada prevaléncia da
LEB em rebanhos leiteiros da regido metropolitana de Curitiba a falta de programa de
controle para a doenca e a fata de informagfes de técnicos e produtores quanto aos
prejuizos do VLB em rebanhos leiteiros.

Gomes et al. (1985), no estado do Rio Grande do Sul, demonstraram que a
infeccdo acometia 32,6% (229/702) dos bovinos examinados. Entretanto, estes
resultados ndo foram confirmados por Flores et al. (1990), que obtiveram uma taxa de
prevaléncia menor no gado leiteiro examinado, pois, em 639 bovinos adultos, apenas,
91 eram soro-reagentes aos antigenos do VLB (14,2%), embora quase metade dos
rebanhos avaliados apresentassem bovinos portadores de anticorpos anti-VLB. A seguir,
Flores et al. (1990), em amostragem de maior magnitude, obtiveram taxa de prevaléncia
de 20,6% (214/1.038). Nos 106 rebanhos da regi&o central do Rio Grande do Sul, as
taxas de prevaléncia, segundo as faixas etarias foram estudadas. 3 a 4 anos - 22,8%
(13/57); 4 a 5 anos - 28,8% (19/66); 5 a 6 anos 26,8% (26/97); 6 a 7 anos - 33,3%
(32/96); 7 a8 anos 47,0% (24/51); 8 a9 anos - 46,7% (14/30) e mais de 9 anos - 55,1%
(27/4). Recentemente, na regido Nordeste do estado do Rio Grande do Sul, em 26
rebanhos leiteiros da regido foi identificada uma prevaléncia de 61,5% para o VLB
(FRANDOLOSO et al., 2008)

Fernandes et al. (2009), ao estudar a soroprevaéncia da LEB na regido norte do
estado do Tocantins examinaram 881 amostras séricas, de 38 rebanhos leiteiros e
contraram uma prevaléncia de 37% (326/881). A elevada prevaléncia observada, foi
considerada pel os autores consequéncia da reformulacéo pela qual os rebanhos leiteiros
da regido passaram, para atender as exigéncia do mercado, e com isso houve uma
expressiva e negligente incorporagdo de animais de areas endémicas como Centro-Oeste
(Goiés) e Sudeste (S0 Paulo e Minas), sem critérios sanitarios, o que favoreceu a

disseminacédo do VLB.
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Tavora (1990), avaliando aspectos clinico-epidemiol 6gicos da infeccéo pelo VLB
em gado leiteiro, em rebanhos predominantemente das ragas zebuinas, criados no Pélo
de Itabuna-BA, estabeleceu a prevaléncia em 16,1% (174/1.084), maior nas fémeas
(23,0% - 156/678) do que nos machos (4,4% - 18/406), aumentando significativamente

com o desenvolvimento etario.

Matos et al. (2005) avaliaram a prevaléncia da LEB em cinco micro-regides do
estado da Bahia, examinando sorologicamente 796 bovnios das ragas Jersey, Holandesa,
Girolando, Pardo Suico, Simental e mesticos ou cruzadas, 0 que resultou em uma
prevaléncia de 41% (326/796) de animais soropositivos a0 VLB, onde a maior

frequéncia dainfeccdo ocorreu em animais com mais de 24 meses de idade.

No Ceard, Abreu (1993) descreveu a ocorréncia da doenca na bacia leiteira de
Fortal eza estabel ecendo uma preval éncia de anticorpos anti-VLB de 10,5% (62/590).

Simdes (1988) estabeleceu a prevaléncia de reagentes na populagéo bovina de 24
rebanhos distribuidos em 12 municipios do Estado da Paraiba, como sendo de 8,3%
(65/780).

Melo (1991) estabeleceu em 15,1% (67/443) a prevaléncia da infeccdo pelo VLB
em rebanhos leiteiros do Agreste Meridional de Pernambuco, apresentando os rebanhos
submetidos a manejo de relativa sofisticagéo tecnol 6gica e que tiveram a introducéo de
bovinos das regides Sul e Sudeste do Brasil as maiores taxas de prevaléncia, associadas
progressivamente ao desenvolvimento eté&rio; a raca Holandesa apresentou indices
maiores do que bovinos cruzados com predominancia de caracteres fenotipicos de racas

zebuinas.

Estudo retrospectivo a cerca da situacéo da LEB no estado de Pernambuco entre
1991 e 2011, demonstrou uma prevaléncia de 24% (343/1.421), considerada a maior na
regido Nordeste, e que demonstra o estado de enzootia em que a doencga se encontra,
com sérios riscos da perpetuacdo do VLB nos rebanhos leiteiros de Pernambuco
(FERNANDES, 2011). Foi observado neste estudo, que a dindmica da infeccdo
apresentou-se estavel entre 1991 (MELO, 1991) e 2003 (TENORIO, 2003), com taxas
de 15% e 16%, respectivamente, em seguida, recrudesceu com taxas de prevaléncia de
33,4% (MENDES et al., 2008) e 30,9% (MELO et al., 2010).
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3.3 Aspectos hematol 6gicos

Diversos autores se dedicaram a entender a dindmica leucocitaria em bovinos de
diferentes ragas e em diferentes estagios etarios. Nestes estudos, preservando-se as
peculiaridades raciais, foi observado que, de uma forma geral, nos primeiros meses os
leucocitos totais apresentam valores elevados, que tendem a estabilizar aos 12 meses de
idade. O perfil leucocitario apresenta predominancia de neutrofilos sobre os linfocitos
em animais jovens, porém, ocorre a inversdo deste quadro com o avancar da idade,
atingindo o padréo linfocitico dos bovinos adultos (TENNANT, 1974; ROSAL, 1982;
BIRGUEL JUNIOR, 1991; BIONDO, 1996).

Um conceito bastante difundido em hematologia de bovinos € o de que as
condicbes ambientais, climaticas e de manegjo interferem significativamente nos
congtituintes sanguineos (BIRGUEL JUNIOR, 1991). Nesse sentido, entende-se que
devem ser determinados valores padrdes de referéncia para diferentes regides
(ALENCAR FILHO, 1970" apud BIRGUEL JUNIOR et al., 2001).

A influéncia dos fatores etério e edafoclimatico evidenciam a importancia da
determinacéo de valores de referéncias regionais, como pode ser observada no relato de
Alencar Filho em 1970 (apud BIRGUEL JUNIOR et al., 2001) a cerca da possibilidade
de que bovinos infectados com VLB teriam sido importados para S&o Paulo, apos
indicacdo de animais com leucocitose por linfocitose através do uso das chaves
leucomeétricas idealizadas na Europa. Tal situagdo gerou grande repercussdo entre 0s
criadores brasileiros, pela interdicdo de algumas propriedades pelo Ministério da
Agricultura, resultando na vinda de importantes hematologistas como Bendixen e
Gaede. Ao analisarem os animais e a situagcdo a que 0s mesmos estavam submetidos
concluiram gue as ateracfes |leucométricas observadas eram consequéncia de variacfes
mesol dgicas e de influencia de doencas inexistentes no pais de origem. Com isso, ficou
evidente a inutilidade no Brasil das chaves leucométricas de diagnostico da LEB
utilizadas na Europa, bem como a necessidade de se conhecer valores de referéncia para
bovinos criados no pais, para utilizagdo de chaves leucométricas regionais (BIRGEL
JUNIOR, 2001).

! ALENCAR FILHO, R. A. Leucograma de bovinos nacionais e estrangeiros com vistas ao estudo da
leucose. O Biolégico, v. 36, n. 7, p. 181-184, 1970.
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Nesse contexto, a leucometria pode ser um critério confiavel para a deteccdo
precoce dos bovinos infectados pelo VLB, incluindo agueles importados e ja adaptados
as condicBes subtropicais e que, constantemente, sdo submetidos a influéncia da
premuni¢ao contra 0s agentes etiol 6gicos da Tristeza Bovina.

Todavia a0 se avaliar a necessidade de se conhecer o quadro leucocitério padréo
dos bovinos criados no Brasil, elaborando-se chaves leucométricas regionais, Garcia
(1989), Birgel et a. (1982), Birgel Junior (1991), Melo et al. (1996a; 1996b), Mendes et
al. (2002), dentre outros pesquisadores, buscaram reafirmar e consubstanciar os estudos
sobre a hematologiada LEB no Brasil.

Garcia (1989) elaborou a chave leucométrica de 797 fémeas bovinas da raca
Holandesa (PB) encontrando nos reagentes a imunodifusdo para LEB uma leucometria
globa de 19.505/mm*® (+8.998) e nos nd reagentes 15.869/mm°® (+6.113),
demonstrando evidente influéncia da infeccdo pelo VLB sobre o leucograma dos
bovinos examinados. Os valores da linfometria, que também foram afetados pela

infeccdo, foram: 14.233/mm? (+8.639) reagentes e 10.844/mm?® (+5.447) ndo reagentes.

Birgel Junior (1991) demonstrou que ha influéncia da infeccéo pelo VLB sobre o
leucograma de bovinos da raga Jersey, criados no estado de S&o Paulo, caracterizada por
um quadro de leucocitose por linfocitose, com significativo aumento de linfocitos
atipicos do tipo Gumprecht, monocitdide e com nucleo duplo. Os vaores da
leucometria global (leucocitosymm? de sangue) em fémeas adultas clinicamente sadias
foram: de 10.564/mm° (+1.647) a 11.643/mm® (+3597). Linfometria: de 6.857/mm®
(+1.326) a 8.120/mm? (+2.953). Considerando 0 exame & imunodifusao, o pesquisador
encontrou uma leucometria global significativamente superior nos sororeagentes —
15.285/mm?® (+7148), do que nos ndo reagentes — 11.704/mm° (+3.298). A linfometria
revelou que os reagentes, com 12.359/mm?® (+6.520), apresentaram os valores de seus
linfocitos significativamente maiores do que 0s ndo reagentes, que apresentaram
8.361/mm?® (+2.901) células. Predominaram os linfécitos tipicos (pequenos sobre os
grandes), porém, 0s sororeagentes apresentaram mais linfocitos atipicos (principal mente
gumprecht, monocitide e niicleo duplo) do que 0s ndo reagentes.

Melo et al. (1996a; 1996b) estudaram a influéncia dos fatores sexual e etario e
estabeleceram os valores referenciais do leucograma de uma populacdo de 133 bovinos
leiteiros, clinicamente sadios, criados no Agreste Meridional do Estado de Pernambuco. Os
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animais eram sororeagentes para 0 VLB e os vaores leucométricos das fémeas e dos
machos foram, respectivamente, 9.927/mm? (+316) e 10.142/mm?3 (+570). Predominaram 0s
linfécitos tipicos (peguenos sobre os grandes), embora tenham sido observadas varias
células atipicas (linfécitos monocitdides, Gumprecht, nicleo duplo e Tirk). Os valores
linfocitarios’mm? de sangue nas fémeas e nos machos foram, respectivamente, 6.106 (+67-
201) € 6.728 (+157-370).

Mendes et al. (2002) avaliaram a interferéncia do VLB em 265 bovinos leiteiros de
rebanhos localizados na Regido Metropolitana do Recife e Agreste Pernambucano. Os
bovinos reagentes ao VLB apresentaram um valor médio de leucdcitos totais de 14.783 (+
7.242) e 10.628 (+ 6.403) linfocitos, enquanto que 0s animais soronegativos apresentaram
um valor médio de leucdcitos totais de 11.398 (+ 3.967) e 7.803 (£3654) linfocitos. Outra
observacdo foi que 53,8% (21/39) dos bovinos reagente apresentaram leucocitose por
linfocitose, enquanto que 35,8% (81/226) dos soronegativos apresentaram 0 mesmo quadro.
Os autores reafirmaram a importancia e confiabilidade dos aspectos sorolégicos e
hematol 6gicos como ferramentas auxiliares para o estabelecimento do diagndstico precoce

da LEB em um individuo e/ou rebanho.

A resposta linfoproliferativa do organismo a infeccdo, denominada linfocitose
persistente, representa uma alteragdo hematol égica associada a LEB, sendo conhecida
desde o inicio do século (KNUTH e VOLKMANN, 1916; TOIT, 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 padrfes de referéncia para a raga € 0 grupo
etério dos bovinos (INTERNATIONAL COMMITTEE ON BOVINES LEUKOSIS, 1968).
Esta alteracdo deve persistir por mais trés meses, em geral, anos, ocorrendo em até 29% dos
animais infectados (FERRER et al., 1979). Historicamente a leucocitose por linfocitose tem
sido considerada como um importante aspecto clinico da Leucose Enzodtica dos Bovinos
(TOIT, 1916, GOTZE et al., 1954, MAMMERICKX et al., 1976; BIRGEL, 1982;
GARCIA, 1989; BIRGEL JUNIOR, 1991; ERSKINE et al., 2011).

Muscoplat et al. (1974) admitiram que os linfocitos infectados pelo VLB séo
funcionamente deficientes, quer do ponto de vista imunolégico ou metabdlico,

ressaltando, inclusive, uma hiperatividade de sintese dos linfdcitos de vacas acometidas
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pela Leucose Enzodtica. Castro et al. (1988) afirmaram que bovinos soropositivos, com

linfocitose persistente, demonstram aneupl oidia com aberracdes cromossomicas.

Grimold et al. (1983) afirmaram que o aumento de linfécitos, associados a soro-
conversdo, poderia representar uma resposta linfoproliferativa benigna do organismo a
infeccdo, havendo relacBo destes resultados com avaliagBes histopatoldgicas, que
demonstraram, através da microscopia eletrénica, nos linfossarcomas, similaridade entre
células neoplasicas e células linféides imaturas. A resposta ou reacdo organica do animal
infectado e, conseguientemente, a manifestacdo clinica, dependerd da condi¢do imunol égica
individual e da localizacdo da tumoracdo, da velocidade de crescimento e do grau de
disseminagdo do processo neoplésico, ndo havendo modificacdo da resisténcia orgéanica
com o aumento da idade. Os casos clinicos caracterizados por linfossarcomas, que
constituem massas neoplasicas de grande poder de infiltragdo, tém ocorréncia
significativamente menor do que a relacionada com a taxa de prevaléncia dos animais que
apresentam anticorpos anti-VLB; descreveram-se, inclusive, atuagdes de rebanhos
infectados que nunca apresentaram casos de linfossarcoma, podendo-se, entretanto, afirmar-
se que até 10% dos bovinos infectados desenvolvem neoplasias no decurso de suas vidas
(FERRER et al., 1979; ALENCARFILHO et al., 1979; SAMAGH eKELLAR, 1982).

Atualmente, a linfocitose persistente em bovinos infectados com o VLB vem
sendo considerada, por alguns autores, como uma estratégia do préprio retrovirus que
interfere no processo de apoptose celular resultando na permanéncia do virus no
hospedeiro (GURTLER et al., 2009; ERSKINE et al., 2011).

Apesar do tropismo do VLB pelos linfocitos B, ha indicios de que o virus também
o tenha por outras células do sistema imunolégico, como as da linhagem mondcito-
macrofago (HEENEY et al., 1992; DOMENECH et al., 2000). Além da utilizagdo
dessas células, pelos virus como reservatorio, foram identificadas ateragbes na
atividade fagocitica e no metabolismo oxidativo das mesmas, 0 que demonstra o
comprometimento funcional deste grupo celular (DOMENECH et al., 2000; AZEDO et
al., 2008; AZEDO et al., 2011).
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3. Metodologia

3.1 Caracterizacdo da amostra

O universo amostral deste estudo foi definido com base em sucessivos ensaios de
campo, realizados no periodo de 2002 a 2011, para estimar a prevaléncia da LEB e da

TB, em conformidade com os procedimentos preconizados por Astudillo (1979).

= P(100-p)g’
(p/100)?

Em que: 0" = niUmero de amostras a serem testadas em uma populacdo infinita;
p = taxade prevaléncia estimada da enfermidade em questéo;
g = fator determinante do grau de confianga (1,962= 4);
o = margem de erro admissivel.

Admitindo-se que a prevaléncia da TB na populacdo estudada seja menor do que a
da LEB tomou-se como referéncia para definir o tamanho da amostra a ser trabalhada a
prevaléncia estimada da TB em 11%, com uma margem de erro de 20% e depositando

nos resultados um grau de confianca de 95%. Desta forma, obteve-se que:

n' = 809 amostras

Com o propésito de aumentar a confianca nos resultados foram submetidas ao
sorodiagndstico para LEB amostras de 1.000 bovinos procedentes de 33 rebanhos,
sendo 920 deles submetidos previamente ao teste da tuberculina (Teste Cervical
Comarativo - TCC). Em aproximadamente 70% (694/1000) dos bovinos foram
realizadas andlises leucométricas, sendo desconsiderados das mesmas 0s animais com
resultados inconclusivos aos dois testes diagndsticos e os positivos ao teste da

tuberculina.

Os rebanhos foram selecionados em funcdo da homogeneidade do sistema de
producdo, onde predominava o regime semi-extensivo, da semelhanga nas condicdes
edafo-climaticas e da alta rotatividade de animais. Foram considerados na amostragem
apenas bovinos adultos, com idade entre 4 a 10 anos, com aptiddo leiteira e
predominancia do padrédo fenotipico da raga Girolanda. Os mesmos localizavam-se nos
seguintes municipios do estado de Pernambuco: Arcoverde, Belo Jardim, Bom
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Conselho, Brgjo da Madre de Deus, Caetés, Camaragibe, Canhotinho, Correntes,
Garanhuns, Gravata, lati, Jaboatdo dos Guararapes, Lajedo, Nazaré da Mata, Paudalho,
Recife, Sanhar6, Sdo Jodo, Sdo José do Egito, S0 Lourenco da Mata, Serrinha,
Tacaimbo, Terezinha e Vitoria de Santo Ant&o.

As amostras sanguineas foram processadas e examinadas no Laboratério de
Pesquisa em Clinica de Grandes Animais, do Departamento de Medicina Veterinéria da
UFRPE.

3.2 Diagndstico da Tuber culose Bovina

O teste da tuberculina foi aplicado como teste diagnostico e de triagem, sendo
desconsideradas das analises leucométricas as amostras procedentes de animais
reagentes para se evitar uma possivel interferéncia da tuberculose bovina (TB) no
leucograma dos bovinos.

Os animais foram submetidos ao Teste Cervical Comparado (TCC), seguindo as
normas estabelecidas no Programa Nacional de Controle e Erradicac8o da Brucelose e
da Tuberculose Animal — PNCEBT (BRASIL, 2006).

3.3 Diagnadstico da L eucose Enzodtica dos Bovinos

As amostras sorol6gicas foram submetidas ao Teste de Imunodifusdo em Gel de
Agar (IDGA) para pesquisa de anticorpos séricos especificos anti-VLB. Utilizou-se a
técnica da Imunodifusdo Radial Dupla de Ouchterlony, em conformidade com os
procedimentos classicamente preconizados (MILLER e VAN DER MAATEN, 1975;
MILLER e VAN DER MAATEN, 1977; BIRGEL et al., 1982). Consistiu basicamente
em um substrato de difusio gelatinoso, utilizando o antigeno glicoprotéico (gp 51)7,
extraido do envelope do Virus da Leucose Bovina(VLB). Uma vez montado o sistema
da imunodifusdo, a leitura era realizada 72 horas ap6s, utilizando incidéncia de luz
artificial  (lanterna) na porcdo inferior da placa de petri, sendo consideradas
sororreagentes as amostras que apresentarem linha de precipitagdo na zona de contato

antigeno-anticorpo idénticas as estabel ecidas entre os pocos controle e antigeno.

2 |nstituto de Tecnologia do Parana— TECPAR.
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3.4 Analises leucométricas

Os leucogramas dos bovinos considerados neste estudo foram confeccionados
utilizando-se métodos e técnicas classicamente publicados na literatura (FERREIRA
NETO et al., 1978; BIRGEL et al., 1982; COLES, 1984; JAIN, 1993).

Inicialmente, para a contagem dos leucdcitos totais foi adicionado 0,4 mililitros
do liquido de Turk em tubos de cinco mililitros; apds homogeneizacdo da amostra de
sangue, aspirou-se 0 mesmo com a pipeta automatica de 20 microlitros, para entdo
colocdlo no tubo contendo o liguido de Turk; posteriormente procedeu-se o
preenchimento da camara de Neubauer. Apds breve repouso do sistema montado,
contaram-se 0s leucdcitos contidos nos quatro milimetros angulares da camara. O valor
encontrado foi multiplicado por 50° e expresso o resultado em leucécitos x10¥/mm? de
sangue.

A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada confeccionando-se esfregagos
sanguineos dos bovinos examinados. A técnica utilizada foi a de coloracdo rapida
empregando-se 0 conjunto de corantes Instant Prov*, que é um corante pandptico para
coloragdo diferencial dos elementos figurados do sangue (COLES, 1984).

Procedimentos: as laminas foram submersas, uma a uma, no corante Instant prov
I, pelo tempo de 15 segundos, em seguida, de forma semelhante, foram submersas
sucessivamente no Instant prov Il (por 10 segundos) e no Instant prov Il (por 20
segundos). Finalmente, os esfregacos corados foram submetidos a lavagem em égua

corrente, estando preparadas para serem lidas.

3.5 Constituicdo dos grupos experimentais

Com o objetivo de avaliar a influéncia do VLB nos leucdcitos e em funcéo dos
resultados obtidos nos testes diagnésticos (TCC e IDGA), 530 amostras’ foram
efetivamente consideradas para a realizacdo dos leucogramas, sendo as mesmas

distribuidas em dois grupos experimentais:

e Gl — leucograma de 379 bovinos ndo portadores de anticorpos anti-VLB

(soronegativos) — grupo controle.

% Fator de Multiplicagdio = PCxD\ AC = 10 x 20\ 4; PC = Profundidade da Camara (10); D = Diluicéo
(1:20) e AC = Area Contada (4).
“* Newprov Produtos para Laboratério L tda.
® Foram considerados bovinos reagentes & IDGA e n&o reagentes a0 TCC, sendo desconsiderados os
animais reagentes ao TCC e inconclusivos aos dois testes diagndsticos.
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e GII — leucograma de 151 bovinos portadores de anticorpos anti-VLB
(soropositivos);

Para efeito da andlise dos grupos experimentais foi considerado um animal
portador de Leucocitose por Linfocitose (LL), aguele que apresentou valor acima do
intervalo de confianca da média, com base no grupo controle. Posteriormente foi
avaliada a participac8o de animais com valores leucométricos acima do limite toleréavel

(desvio padréo) apresentado pelo grupo controle, dentre os animais portadoresde LL.

3.6 Analises estatisticas dos r esultados

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os programas SPSS 15.0 for
Windows Evolution Version (Teste t de Student) e o Microsoft Office Excel 2007
(Teste de Aderéncia pelo Qui-quadrado, segundo distribuicdo Poisson) (SAMPAIO,
2007).

O teste t de Student foi aplicado em duas situagOes. 1) Para analisar a associagéo
entre ser portador de anticorpos anti-VLB e apresentar alteracfes linfocitérias, e 2) Para
estabelecer o intervalo de confianca das médias leucométricas. Sempre considerando
um grau de confianca de 95%.

O teste de aderéncia pelo qui-quadrado foi aplicado para estabelecer o intervalo
de confianca dos leucocitos dos bovinos (individual). Neste caso, testou-se a
possibilidade de haver semelhanca entre a distribuicdo de frequéncia dos leucécitos
observada na amostragem e a frequéncia esperada segundo o modelo de Poisson.
Através do teste de aderéncia utilizando o modelo estatistico citado foi possivel
estabelecer, com 95% de confianga, o intervalo de confianca dos leucocitos de um
animal submetido as condi¢es rel atadas neste estudo.
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4 Resultados e discussao

4.1 Relacionados a prevalénciada LEB e TB

Os ensaios da prevaléncia da LEB e da TB demonstraram que das 1.000 amostras
submetidas ao sorodiagnéstico da LEB, 282 (28%) reagiram positivamente, enquanto que
em relagdo a TB, dos 920 bovinos submetidos ao teste da tuberculina 99 (12%) reagiram
positivamente (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Distribuicéo da taxa de prevaléncia de vacas reagentes a IDGA para o diagnostico da LEB em rebanhos
leiteiros do Estado de Pernambuco. Recife, 2012.

Rebanhos Municipios Resultados da | DGA

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(67,0) 6
R5 Arcoverde 1(50) - 1(50,0) 2
R6 Belo Jardim 19 (59,4) - 13 (40,6) 32
R7 Arcoverde 1(20) - 4 (80) 5
R8 Arcoverde 1(14,3) - 6 (86,0) 7
R9 Arcoverde 4 (31) - 9(69,2) 13
R10 Arcoverde 0(0,0) - 7 (100) 7
R11 Camaragibe 19 (35,2) - 35 (65,0) 54
R12 Recife 2(16,7) - 10(83,3) 12
R13 Camaragibe 15 (22,4) - 52 (78,0) 67
R14 Serrinha 22 (48,9) - 23(51,1) 45
R15 Canhotinho 0(0,0) - 17 (100) 17
R16 Canhotinho 8(24,2) - 25 (76,0) 33
R17 Vitoria de Santo Antdo 0(0,0) - 31 (100) 31
R18 Belo Jardim 48 (47,5) - 46 (45,5) 94
R19 Belo Jardim 5(454) 2(18,2) 4(36,4) 11
R20 Gravata 17 (24,6) 9(13) 43 (62,3) 69
R21 Nazaré daMata 2 (15,4) 0(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(0,0) 15 (75) 20
R25 Ipojuca - Arcoverde 4(28,6) 0(0,0 10 (71,4) 14
R26 S8o Lourenco daMata 4 (30,8) 1(7,7) 8 (61,5) 13
R27 Tacaimbo 5(25,0) 1(5,0) 14 (70,0) 20
R28 Sanharé 0(0,0) 0(0,0) 20 (100,0) 20
R29 Jaboatdo dos Guararapes 2 (16,6) 0(0,0 10(83,4) 12
R30 Brejo daMadre de Deus 1(4,0) 0(0,0 26 (96,0) 27
R31 Vitoria de Santo Ant&o 9(36,0) 0(0,0) 16 (64,0) 25
R32 Séo José do Egito 0(0,0) 0(0,0) 60 (100) 60
R33 Camaragibe 11 (28,0) 4 (10,0 24 (61,0) 39

Total (%) 282 (28) 19 (2) 699 (70) 1000
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Tabela 2 - Distribuicéo da taxa de prevaléncia de vacas reagentes a tuberculinizagdo em rebanhos leiteiros do Estado
de Pernambuco. Recife, 2012.

Rebanhos Municipios Resultados da tuber culinizagéo
Positivos (%) Suspeitos (%) Negativos (%) Total
R1 Paudalho 36 (30) 17 (14,0 68 (56,2) 121
R2 Arcoverde 10(26,3) 5(13,1) 23 (60,5) 38
R3 Arcoverde 2 (15) 4(31,0) 7 (53,8) 13
R4 Arcoverde 2(33,3) 1(17,0) 3(50) 6
R5 Arcoverde 0(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(0,0 5 (100) 5
R8 Arcoverde 0(0,0 0(0) 7 (100) 7
R9 Arcoverde 0(0,0 2(15,3) 11 (85,0) 13
R10 Arcoverde 0(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(0,0) 55 (82,0 67
R14 Serrinha 9(20) 0(0,0) 36 (80) 45
R15* Canhotinho - - - -
R16* Canhotinho - - - -
R17 Vitériade Santo Antdo 0(0,0) 0(0,0) 31 (100) 31
R18 Belo Jardim 11 (10,9 11 (10,9) 79 (78,2) 101
R19 Belo Jardim 0(0,0) 1(9,09) 10 (90,9) 11
R20 Gravata 2(2,89) 5(7,25) 62 (89,85) 69
R21 Nazaré da Mata 0(0,0) 0(0,0) 13 (100) 13
R22 Belo Jardim 0(0,0) 0(0,0) 40 (100) 40
R23 Belo Jardim 0(0,0) 1(5) 19 (95,0) 20
R24 Tacaimbo 0(0,0) 0(0,0) 20 (100) 20
R25 Ipojuca - Arcoverde 0(0,0 0(0,0 14 (100) 14
R26 S&o Lourenco daMata 2 (15,4) 0(0,0) 11 (84,6) 13
R27 Tacaimb6 0(0,0) 0(0,0) 20 (100) 20
R28 Sanharé 3(15,0) 3(15,0) 14 (70,0) 20
R29* Jaboatéo dos Guararapes - - - -
R30 Brejo daMadre de Deus 0(0,0 0(0,0 27 (100,0) 27
R31* Vitoria de Santo Antdo - - - -
R32 S&o José do Egito 0(0,0) 0(0,0) 60 (100) 60
R33 Camaragibe 8 (20,0 8 (20,0 23 (59,0) 39
Total (%) 99 (11) 68 (7) 753 (82) 920

* rebanhos R15, R16, R29 e R31 ndo foram tuberculinizados.

O resultado da IDGA demonstrou a situagdo de enzootia em que a LEB se
encontra nos rebanhos leiteiros examinados, onde a ampla maioria deles (81% - 27/33)
deve ser considerada focos de infeccdo apresentando em conjunto 28% (282/1.000) dos

bovinos VLB positivos.

Ao avdiar historicamente a situagdo da LEB no estado nos ultimos 20 anos,
observa-se sua expansio desenfreada de um patamar de 15% (MELO, 1991; TENORIO,
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2002), perpassando por 33,4% (MENDES et al., 2008), aos valores consubstanciados
neste estudo.

Analisando a postura de paises como Finlandia (NUOTIO et al., 2003), Lituania
(ACAITE et al., 2007) e Portugal (POET et al., 2008), dentre outros, que adotaram
programas de controle e erradicacdo da LEB, faz-se necessario reconhecer a
importancia e necessidade da implantacdo de programas sanitarios especificos para o
Brasil, sobretudo no estado de Pernambuco.

Em relacdo a tuberculose, a prevaéncia de 11% (99/920) para o estado de
Pernambuco, quando comparada aos registros anteriores de 15,2% (MENDES et al.,
2008) e 11,5% (MELO et al., 2010), representa uma magnitude expressiva, téo
preocupante quanto a situacéo da LEB no estado, principalmente em se tratando de uma

zoonose com grande impactac&o na salde publica.

4.2 Relacionados as andlises leucométricas

As andlises leucométricas realizadas nas 530 amostras resultaram nos seguintes
valores globais médios: leucdcitos totais = 12,0 + 4,7 (x10%/mm?), linfécitos = 8,1 + 5,4
(x10*/mm?), neutréfilos segmentados = 3,0 + 2,3 (x10¥mm®), eosinéfilos = 0,8 + 0,8
(x10*/mm?), bastonetes = 0,1 + 0,2 (x10*/mm?) e mondcitos = 0.2 + 0,3 (x10*/mm>).

Considerando os grupos experimentais em relacdo aos resultados obtidos através
da IDGA e das andlises leucométricas foram obtidos os seguintes resultados em valores
médios: Gl (soronegativos) - leucdcitos totais = 11,5 + 3,8 (x10’mm?) e linfécitos = 7,6
+ 5,1 (x10¥mm®); GlI (soropositivos) - leucécitos totais = 13,3 + 6,3 (x10¥mm°) e
linfécitos = 9,1 + 59 (x10¥’mm?), estando os leucogramas dos dois grupos
experimentais consolidados na tabela 3. Depreende-se desses resultados que os valores
médios dos leucdtcitos totais e linfécitos do Gl foram significativamente menores
(p<0,05) do que osdo Gll.

Tabela 3 - Valores leucométricos médios de bovinos soronegativos e soropositivos a IDGA. Recife, 2012.

Grupos Leucocitos | i ¢acitos’ Segmentados  Eosinéfilos  Bastonetes ~ Mondcitos'
Experimentais Totais
115 7,6 32 0,8 0,1 0,2
Gl (379/530) (+38)a (+51)a (+29) a (+08a  (t02a  (x03)a
13,3 91 31 0.9 0,1 0,2
Gl (151/530)  (+6,3)b (+59)b (+23)a (+08a  (t02a  (x03)a

Gl = bovinos soronegativos (grupo controle); Gll = bovinos soropositivos. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p<0,05) entres os grupos. Valores médios de leucdécitos totais e linfécitos
expressos em células x10° /mm®.
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A diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Gl (soronegativos) e Gll
(soropositivos), observada na tabela 3, evidencia a interferéncia do VLB elevando a
contagem de leucdcitos totais dos bovinos soropositivos, por influéncia direta dos
linfocitos, como citado por Ferrer et al. (1979), Dequiedt et al. (1998), Mendes et al.
(2002) e Nicolas Gillet (2007). Os demais tipos celulares ndo apresentaram diferenca

significativa entre 0s grupos experimentais.

Dequiedt (1998) coloca a proliferaco sem controle de linfocitos infectados como
consequéncia da perturbacéo da homeostase celular, definida como resultado da relacéo
critica entre proliferacdo celular e apoptose. Associam-se este quadro de
linfoproliferacéo a capacidade de células infectadas “escaparem” da apoptose, estando
este fenbmeno associado a fatores genéticos do hospedeiro (GURTLER et al., 2009;
ERSKINE et al., 2011).

Ainda sobre o efeito do VLB no leucograma dos bovinos, depreende-se da figura
1 que os bovinos soropositivos (Gll) apresentaram valores médios de leucdcitos totais
(13,3 x10*/mm?) e linfécitos (9,1 x10*mm?) acima do intervalo de confianca da média
da populagdo estudada, evidenciando a marcante interferéncia do VLB sobre o

leucograma dos bovinos examinados.

Leucdcitos totais dos Leucdcitos totais dos
animais soronegativos animais soropositivos
11,3 115 12,1

{-k | |3 133

— — Intervalo de confian¢a da média de leucécitos totais da populagao estudada — - -

Linfocitos dos Linfécitos dos
animais soronegativos animais soropositivos

74 7,6 8,4

l- | EEEEE (o

— — -Intervalo de confianga da média de linfécitos da populacao estudada - — — -

Figura 1 — Avaliacdo dos valores médios de leucécitos totais e linfécitos (x10°/mm®) dos animais soronegativos e
soropositivos em relacéo aos interval os de confianga para a popul agdo estudada.
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Com o objetivo de caracterizar leucocitose por linfocitose (LL) na populacdo
estudada, tomou-se como referéncia os valores leucométricos do Gl (soronegativos),
cujo intervalo de confianca da média® foi de 11,3 x10*/mm?*a 12,1 x10*/mm? leucdcitos
totais e 7,4 x10%mm?® a 8,4 x10¥mm? linfécito. Desta forma, bovinos com valores
acima de 12,1 x10¥mm?® leucécitos totais e 8,4 x10%mm? linfécitos foram considerados
portadores de LL. Posteriormente, foram considerados entre os portadores de LL os
bovinos com valores acima do limite toleravel, também com base no Gl, apresentando

valores acima de 15,3 x10¥mm? leucdcitos totais e 12,7 x10%/mm?® linfécitos.

A andlise dos resultados leucométricos associados a IDGA, considerando os
animais portadores de LL, demonstrou que os valores médios de leucdcitos nos grupos
experimentais foram: G| (soronegativos) - leucdcitos totais = 15,9 + 3,1 (x10¥mm°) e
linfécitos = 12,1 + 8,0 (x10¥mm°); Gl (soropositivos) - leucécitos totais = 18,6 + 6,5
(x10*/mm?) e linfécitos = 14,0 + 6,7 (x10¥mm?®) (Tabela 4). A andlise desses resultados
demonstrou gque os valores médios de leucocitos totais e linfocitos dos bovinos do Gl,

foram significativamente inferiores (p<0,05) em relacéo aos do GlI.

Tabela 4 — Frequéncia e valores médios de leucdcitos totais e linfocitos dos animais considerados
portadores de L eucocitose por Linfocitose. Recife, 2012.

Grupos Experimentais L eucécitos Totais Linfécitos
Gl (26% - 99/379) 159 (£31)a 121(x80) a
Gll (40% - 60/151) 18,6 (+ 6,5) b 140 (£ 6,7) b

Gl = bovinos soronegativos (grupo controle); Gll = bovinos soropositivos. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa (£)<0,05) entres os grupos. Valores médios de leucdcitos totais e
linfécitos expressos em células x10° /mm?®,

Os bovinos portadores de LL foram avaliados, ainda, levando-se em
consideracéo aqueles com valores de leucocitos totais e dos linfécitos acima do limite
toleravel, estabelecido com base no grupo controle. Os resultados obtidos foram: Gl -
leucéeitos totais = 19,9 + 3,5 (x10¥mm°) e linfécitos = 15,8 + 3,9 (x10¥mm3); GlI -
leucdcitos totais = 23,2 + 7,4 (x10¥mm®) e linfécitos = 19,2 + 7,4 (x10¥mm?). Nesta

situacéo, embora ndo tenha sido observada diferenca significativa entre 0os grupos

® Determinado pelo teste t de Student
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experimentais (Tabela 5), constatou-se que 43% (26/60) dos animais do Gll
apresentaram valores acima do limite tolerével, enquanto que 19% (19/99) dos bovinos

do GI apresentaram esta disfuncgao linfoproliferativa.

Tabelab - Frequéncia e valores médios de leucdcitos totais e linfocitos dos animais portadores de LL, que
apresentaram valores acima do limite toleravel. Recife, 2012.

Grupos Experimentais Leucdcitos Totais Linfécitos
Gl (19% - 19/99) 199 (£35)a 158 (+39) a
Gll (43% - 26/60) 232(x7.4) a 192 (x74) a

Gl = bovinos soronegativos (grupo controle); Gl = bovinos (soropositivos). Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa (£<0,05) entres os grupos. Vaores médios de leucdcitos totais e
linfécitos expressos em células x10° /mm®.

As analises progressivas dos resultados demonstraram, iniciamente, que 30%
(159/530) dos animais examinados apresentaram LL. Desses, a maior parte (62% -
99/159) eram soronegativos (Gl), enquanto que 38% (60/159) eram soropositivos (GlI),
como era esperado (Gréfico 1). Por ter sido observada diferenca significativa na
contagem de leucdcitos totais e linfécitos dentre os grupos (Gl e Gll), onde o Gll
apresentou valores superiores em relacdo ao Gl, avaliase que: a LL dos animais
soronegativos pode ser consequéncia de condigdes purulentas cronicas como abscessos
hepaticos, peritonite, pericardite traumatica, pneumonia com a formacéo de abscessos
ou outras infecgdes frequentes em gado de leite (DIRKSEN & HANS-DIETER, 1987),
bem como, podem ainda estar presentes neste grupo, animais infectados pelo VLB, que

ainda ndo soroconverteram.
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B Animais soronegativos
portadores de LL
Animais soropositivos
Animais soropositivo
portadores de LL

Gréfico 1 — Freguéncia dos bovinos soropositivos e soronegativos portadores de
leucocitose por linfocitose.

Dando continuidade a filtragem realizada foi observado no Gl que, dentre os 99
bovinos soronegativos portadores de LL, 19% (19/99) deles apresentaram valores
leucométricos acima do limite tolerdvel apresentado pelo grupo controle (Gréfico 2),
engquanto que dentre os 60 bovinos soropositivos portadores de LL, uma maior parcela
correspondendo a 43% (26/60) apresentou valores acima do limite toleravel (Grafico 3).
Assim, com base na frequéncia expressiva de animais soropositivos, dentre os
portadores de LL, que apresentaram valores leucométricos acima do limite toleravel,
associada ao fato de que ndo houve diferenca significativa entres os grupos Gl e GlI
nesta situagcdo, € possivel propor que aém dos animais soropositivos, ja assim
considerados desde o sorodiagndstico, os animais do Gl (soronegativos) com valores
acima desse limite tolerdvel podem ser considerados, para efeito de saneamento dos
rebanhos, como suspeitos ou até inseridos em um grupo de animais positivos, mas que
ainda ndo soroconverteram. Sendo assim, estes animais devem ser submetidos aos
cuidados necessarios como se infectados fossem, até que os testes sorodiagndsticos
reafirmem a condic¢&o de serem soronegativos € ou os leucogramas apresentem valores
inferiores, configurando uma leucocitose por linfocitose transitéria, e ndo persistente,

como é caracteristicada LEB.
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Animais soronegativos portadores
de LL com valores acima do linute
toleravel.

B Animais soronegativos portadores
de LL com valores abaixo do
Limite toleravel.

Gréfico 2 — Frequéncia dos bovinos soronegativos portadores de LL com valores acima do
limite toleravel (com base no grupo controle).

Animais soropositivos portadores
de LL com valores acima do limite
toleravel.

B Animais soropositivos portadores
de LL com valores abaixo do
linute toleravel.

Gréfico 3 — Frequéncia dos bovinos soropositivos portadores de LL com valores acima do
limite toleravel (com base no grupo controle).

Considerando a discusséo realizada e sugerindo que o leucograma assume um
importante papel no estudo da LEB, podendo ser utilizada como ferramenta auxiliar no
monitoramento da mesma e no saneamento de rebanhos leiteiros do estado de
Pernambuco, ao aplicar o leucograma da forma proposto ao final deste estudo, teriamos
gue dos 718 bovinos que ndo reagiram positivamente a IDGA, 36 deles estariam em
situacdo suspeita e deveriam ser submetidos a um manegjo com maiores cuidados,

evitando assim que possiveis 36 focos se espalhem pel os rebanhos do estado.

4.3 Relacionados as andlises estatisticas

O teste t de Student possibilitou determinar o intervalo de confianca da média da
populacdo estudada, demonstrando com 95% de confianca, que uma populacdo sadia
submetida & mesmas condi¢des deste estudo devera apresentar valores médios de

leucécitos totais entre 11,3 — 12,1 (x10¥mm®) e de linfécitos entre 7,4 — 8,4
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(x10¥mm?). O intervalo de confianca leucométrico médio para populagdo estudada
pode ser observada de forma detalhada na tabela 6.

Tabela 6 — Intervalo de confianga médio e individua dos leucdcitos dos bovinos examinados em rebanhos
leiteiros do estado de Pernambuco. Recife, 2012

IDGA L?I_u;?j;;gos Linfécitos Segmentados  Eosindfilos  Bastonetes ~ Mondcitos
Intervalo de
confiancada 193 151 74-84 29-34  0-08 0-0,1 0-08
meédia
populacional
Intervalo de
Confianga 4,0 - 17,0 3,0 - 12,0 0,5 - 7,3 O - 2,8 O — 0,7 0 — 0,8
individual

“Valores de leucdcitos totais e linfécitos expressos em células x10° /mm?°.

Ao aplicar o teste de aderéncia pelo teste qui-quadrado foi possivel determinar o
intervalo de confianga de um bovino (individual) apenas para as variaveis leucocitos
totais e linfécitos, tendo em vista que as variaveis neutrofilos, eosindfilos, bastonetes e
monacitos ndo apresentaram aderéncia. Para estabelecer o intervalo de confianga para as
varidveis que ndo aderiram a Poisson recorreu-se a distribuicdo ndo-paramétrica
(proveniente dos proprios dados). Entende-se desta forma, que 95% dos animais
considerados sadios neste estudo apresentaram valores entre os interval os apresentados
na Tabela 6.

A ndo aderéncia observada do modelo de Poisson para os tipos celulares
neutrofilo, eosindfilos, bastonetes e mondcitos dos animais soronegativos (Gl), ao teste
qui-quadrado, evidencia a necessidade de estudos mais aprofundados em relacdo aos

model os estatisticos que possam ser aplicados na determinagdo desses valores.

Na tentativa de estabelecer, para 0s animais soropositivos, o intervalo de
confianca individual dos leucdcitos, também foi aplicado o teste de aderéncia pelo teste
qui-quadrado a Poisson. Porém, ndo houve aderéncia entre as frequéncias observadas e
esperadas. Desta forma, tendo em vista que no Gl (soronegativos) foi observada
aderéncia dos leucdcitos totais e linfocitos a0 modelo estatistico aplicado, a ndo
aderéncia desses mesmos grupos celulares dos bovinos do Gl (soropositivos) sugere a
interferéncia da infeccéo pelo VLB de forma a modificar a distribuicdo de frequéncia
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desses tipos celulares, impossibilitando a aderéncia ab modelo proposto para animais

livre dainfecgao.
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5 Consideracdesfinais

Pode-se considerar que, apesar de ndo substituir a imunodifusdo no diagnostico da
LEB, a leucometria apresentou importante papel na identificagdo de animais suspeitos,
que ndo reagiram a IDGA. Coloca-se ainda, como vantagem da utilizacdo da mesma no
monitoramento da LEB em rebanhos leiteiros, a praticidade e o pouco tempo gasto
utilizando as maquinas de contagem de células automaticas, associado a um baixo custo

para o produtor.

Outro aspecto importante que justifica a utilizacdo das andlises leucométricas da
forma proposta refere-se ao fato de que umavez um animal submetido ao sorodiagndéstico
for apontado como soronegativo, considerando a ndo obrigatoriedade do teste,
dificilmente esse animal sera retestado. Assim, ao considerar suspeitos 0s animais
soronegativos com valores acima do limite toleréavel, como proposto neste estudo, 0s
mesmos podem ser monitorados de forma a evitar que potenciais fontes de infeccéo

figuem transitando entre os rebanhos.

Sendo a leucocitose por linfocitose persistente (LLP) um marcante aspecto da
infeccdo pelo VLB, que ocorre em aproximadamente 30% dos animais infectados
(FERRER et al, 1979), caracterizada pelo aumento duradouro dos nimeros de linfocitos,
(INTERNATIONAL COMMITTEE ON BOVINES LEUKOSIS, 1968), em associacdo
com procedimentos considerados como diagndstico da LEB por laboratérios
credenciados no MAPA (TECSA, 2010), sugere-se proceder para identificacéo de focos
da LEB e saneamentoo dos rebanhos leiteiros, com base na leucometria, da seguinte
forma: bovinos soronegativos com valores acima do limite tolerdvel da populacéo
estudada devem ser submetidos a trés analises leucométricas com intervalos de um més
dentre elas (FERRER et al., 1979; TECSA, 2010), e ndo havendo restabelecimento dos
valores leucométricos normais, caracteriza-se a LLP, devendo estes bovinos serem

descartados do rebanho ( figura 2).
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1* Etapa

SORODIAGNOSTICO
DA LEB (IDGA)

Bovinos Bovinos
Soropositivos Soronegativos
DESCARTE 2 KEtapa
LEUCOMETRIA

|
| |
BOVINOS LIVRES |
DA LEB BOVINOS SUSPEITOS

(valores leucométricos acima
do desvio padrido de referéncia)

(valores leucométricos
abaixo do desvio padrao
de referéncia)

\

3* Etapa
LEUCOMETRIA

(Duas analises mensais
sucessivas)

BOVINOS LIVRES

BOVINOS SUSPEITOS DALEB
(Portadores deLeucocitose por (Restabelecimento dos
Linfocitose Persistente) valores leucométricos
normais)
DESCARTE

Figura 2 — Esquema estratégico a ser usado em programas sanitarios para identificagdo de focos da LEB e saneamento dos
rebanhos leiteiros no estado de Pernambuco.
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6 Conclusao

Conclui-se que, com a demonstracdo da interferéncia do VLB no leucograma dos
bovinos examinados e com a identificagdo de bovinos suspeitos ndo detectados pela
IDGA, a leucometria se presta como recurso auxiliar para a identificagdo de focos da
LEB e saneamento dos rebanhos, caracterizando-se como uma importante ferramenta
clinico-epidemioldgica a ser usada em programas sanitarios voltados ao controle e

erradicacdo da LEB nos rebanhos bovinos do estado de Pernambuco.
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