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RESUMO

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) é uma doenca causada por um Deltaretrovirus da
familia Retroviridae, caracterizada por proliferacdo linfocitaria e/ou formacdo de
linfosarcomas, principalmente distribuida em bovinos leiteiros. O virus da LEB esta presente
em todos os continentes. No Brasil foram encontrados 27,6% do rebanho leiteiro, infectado. O
Estado do Maranh&o se caracteriza por intensa comercializacdo de bovinos de varias regioes
do pais, onde foi constatada a presenca da LEB. Neste trabalho se teve como objetivos,
estudar a soroprevaléncia e fatores de riscos associado a LEB na Bacia Leiteira do Estado do
Maranhdo e aperfeicoar técnica de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) para diagnéstico da
LEB. Assim foram coletadas 920 amostras sanguineas de 92 rebanhos leiteiros da raca
Girolanda distribuidos em 23 municipios das cinco Regionais que compdem a bacia leiteira
do Estado. Para o diagndstico da LEB foi utilizada a prova de Imunodifusdo em Gel deAgar
(IDGA). A prevaléncia estimada foi de 53,80% de animais sororeagentes, distribuidos em
98,91% (91/92) dos rebanhos estudados, afetando principalmente animais de idade superior
aos 48 meses (P<0,05). As Regionais Bacabal, Sdo Luis e Pedreira apresentaram as
freqiiéncias de sororeatividade mais elevadas (63,50%, 61,87,% e 60,62%, respectivamente);
Imperatriz, intermediaria (41,18%); e Acailandia, a mais baixa (30,83%) (P<0,05). Todos os
municipios apresentaram animais sororeagentes, com freqtiéncias variando de 22,50% (S&o
Francisco do Brejao) a 75,00% (Bernardo do Mearim). Ao se analisar as variaveis estudadas
como potenciais fatores de risco para LEB foi verificada associacdo estatisticamente
significativa (P<0,05) entre sororeagentes para LEB e uso repetido da mesma agulha para
colheita de sangue ou vacinagédo (Odds Ratio — OR = 2,76; IC — 1,73 - 4,93), uso repetido da
mesma luva obstétrica (OR=1,74; IC - 1,2 a 2,49), estabulacdo dos animais (OR=1,97; IC —
1,28 — 3,02) e auséncia de assisténcia Veterinaria (OR=1,42; IC — 1,06 — 1,88). O
conhecimento da LEB pelos criadores e a aquisicdo de animais de outras criagdes para
reproducdo ndo interferiu na sororeatividade para LEB (OR=1,09; IC — 0,82 — 1,44 e
OR=0,88; IC — 0,57 — 1,36, respectivamente) (P>0,05). Para aperfeicoamento de uma prova
de diagnéstico para LEB, utilizou-se a micro-imunodifusdo em gel de agarose (micro-IDGA)
usou-se protocolo simples para obtencdo do antigeno comparativamente a uma macro-IDGA.
Foram utilizadas 450 amostras de soro bovino provenientes de 92 propriedades dos 23
municipios que compdem a bacia leiteira do estado do Maranh&o. O antigeno usado na micro-
IDGA foi obtido por dialise frente ao polietilenogricol de sobrenadante de células FLK

infectadas pelo VLEB. Na micro-IDGA utilizou-se 10 pl de antigeno e soro controle positivo



e 30 pl do soro teste; na macro-IDGA 25 pl de todos os reagentes, produzidos pelo Instituto
Tecnoldgico do Parana (TECPAR). Dos soros comparados, 259 (57,56%) e 245 (54,44%)
apresentaram resultados positivos na micro-IDGA e macro-IDGA, respectivamente. Houve
Otima concordancia entre as duas técnicas (K=0,91), com sensibilidade e especificidade da
macro-IDGA em relacdo a micro-IDGA de 93,43% e 98,43%. A micro-IDGA apresentou
linhas mais claras do que as observadas na macro-IDGA e a leitura pode ser feita 24 horas
antes da macro-IDGA. Conclui-se que a micro-IDGA pode substituir a macro-IDGA no
diagnostico soroldgico da LEB, com a vantagem de maior rapidez na emissao dos resultados e

da obtenc&o do antigeno com técnica simples.

Palavras Chaves: Leucose bovina, epidemiologia, diagnéstico, Maranh&o, Brasil.



ABSTRACT

The Bovine Enzootic Leukosis (BL) is a disease caused by bovine leukemia virus
(BLV), a Deltaretrovirus of the Retroviridae family, characterized by lymphocyte
proliferation and lymphosarcoma, mainly distributed in dairy cattle. Based on national and
international literature was found that all continents are affected by BLV, including Brazil.
The state of Maranhd&o is characterized by intense trading of cattle from various regions of
the country, where the presence of the EBL was found. This work aimed to study the
prevalence and risk factors associated with EBL in the dairy herd of the state of Maranhao
and the evaluation of a microimmunediffusion technique (micro-AGID) in agar gel for the
diagnosis of EBL. In order to know the seroprevalence and risk factors associated with EBL, a
total of 920 blood samples were collected from 92 dairy HZ breed cattle distributed in 23
municipalities of the five that make up the regional dairy farming country. For the diagnosis
of EBL, the AGID was used to test (kit produced by the Technological Institute of Parana -
TECPAR). The estimated prevalence was of 53.80% of seropositive animals, distributed in
98.91% (91/92) of herds, mainly affecting animals over the age of 48 months (P <0.05). The
Bacabal, Sao Luis and Pedreiras regionals presented higher seropositive frequencies (63.50%,
61.87, and 60.62%%) respectively; Imperatriz, intermediate (41.18%), and Acailandia, the
lowest (30.83%) (P<0.05). All municipalities had seropositive animals, with frequencies
ranging from 22.50% (San Francisco Brejao) to 75.00% (Bernardo do Mearim). When
analyzing the variables studied as potential risk factors for EBL a statistically significant
association (P <0.05) was found between seropositive for EBL and repeated use of the same
needle for blood sampling or vaccination (Odds Ratio - OR=2.76; IC — 1,73 - 4,93), repeated
use of the same obstetric glove (OR=1.74; IC — 1.2 a 2.49), animal housing (OR=1.97; IC —
1.28 — 3.02 ), and lack of veterinary care (OR=1.42; IC — 1.06 — 1.88), was found. Knowledge
of BEL by farmers and the purchase of animals from other farms for breeding did not
interfere in seroreactivity to BEL (OR=1.09; IC — 0.82 — 1.44 and OR=0.88; IC — 0.57 — 1.36,
respectively) (P> 0.05). In order to improve the development of a diagnostic test for EBL,
micro-gel immuno-Agarose (micro-AGID) was used with simple protocol for obtaining the
antigen compared to a macro-AGID. A total of 450 serum samples from 92 prope =~ =~ 23
counties that make up the dairy state of Maranhao were used.
The antigen used in micro-AGID was obtained by dialysis of supernatant of FLK cells
infected by BLV against the polyethylenogricol. In micro-AGID 10 pl of antigen and positive

serum control was used and 30 pl of test serum, in the macro-AGID 25 pl of all reagents were



used. This produced by the Technological Institute of Parana (TECPAR). Of the sera
compared, 259 (57.56%) and 245 (54.44%) showed positive results in micro-AGID and
macro-AGID, respectively. There was a very good agreement between both techniques (K =
0.91), with sensitivity and specificity of the macro-AGID for micro-AGID of 93.43% and
98.43% with an accuracy of 95.96%. Micro-AGID showed clearer lines than those observed
in the macro-AGID and reading can be made 24 hours before the macro-AGID. It is
concluded that micro-AGID can be used successfully in the serological diagnosis of EBL,
with the advantage of greater speed in issuing the results and obtaining the antigen with a

simple technique.

Keywords: Bovine leukosis, prevalence, diagnostic, Maranh&o, Brazil
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1. INTRODUCAO GERAL

O Estado do Maranh&o esta localizado a 05° 38” 56” latitude sul e 45° 17° 04”
longitude do Meridiano de Greenwich, situado no Meio-Norte do Brasil, ocupa uma area
territorial de aproximadamente 331.983,29 km?, limita-se ao Norte pelo Oceano Atlantico, ao
Sul e Sudoeste, pelo estado do Tocantins, ao Leste pelo estado do Piaui e ao Oeste pelo estado
do Para. Em 2009 as médias de temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo
pluviométrica, foram de 26,2°C, 81lmm e 1.600mm, respectivamente (Laboratério de
Metereologia da Universidade Estadual do Maranhdo — LABMET/UEMA, 2009). O Estado
possui um efetivo bovino de aproximadamente 6.600.000 cabegas, com crescimento anual de
3% da pecuaria leiteira, o que representa um acumulo de aproximadamente 25% na Gltima
década, abaixo da média nacional, porém expressivo. Em 2008 o plantel de vacas de leite era
de 625.000 (9,47% do rebanho) das quais, foram ordenhadas 330.000 vacas com producao
média de 1,5 L /vaca /dia, com 1.000.000 L / dia, o que denota um baixo nivel de
especializacdo desta atividade (INSTITUTO DO AGRONEGOCIO DO ESTADO DO
MARANHAO - INAGRO, 2009; AGENCIA DE DEFESA AGROPECUARIA DO
ESTADO DO MARANHAO - AGED, 2009; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA - IBGE, 2009).

Nas Ultimas trés décadas foi registrado um significado crescimento da producéo
de leite no pais. Em 2003 houve um crescimento de 4% na atividade, foram produzidos 21,3
milhGes de litros de leite, sendo o Brasil o quinto colocado no cenario mundial, com
participacdo de 4,3% do total da producdo e respondendo com 66% do volume total de leite
produzido no Mercosul (MARTINS, 2003).

A pecuaria leiteira tem gerado empregos, superando outros setores como
construcdo civil, siderdrgico, téxtil e indistria automobilistica. Sdo mais de 3,6 milhdes de
trabalhadores empregados diretamente no setor, em aproximadamente 1,1 milhdo de
propriedades, tornando-se dessa forma, importante também no contexto sdcio-econdémico
(MARTINS, 2003).

Com a globalizagéo do mercado, a bovinocultura de leite, tem enfrentado dificuldades
em decorréncia da pequena margem de lucro e intensa concorréncia interna e externa, o que
tem provocado a busca de tecnologias com objetivo de aumentar a eficiéncia da producéo e da
qualidade de seus produtos e subprodutos, principalmente a partir do melhoramento genético,
da nutricdo e da sanidade dos animais (SILVA et al., 2001).

Del Fava e Pituco (2003) citam que embora eleve o valor genético e econ6mico com a

importagcdo de animais, as exigéncias da alimentacdo e prevencdo, tornam-se fundamentais
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para que haja resposta na producdo, porém reduz a rusticidade dos animais, que associado a
implantacdo de sistemas de produgdo intensivo e semi-inteviso, bem como, diversos outros
fatores, contribuem para o aparecimento de doencas infecto-contagiosas secundarias, como a
mastite, problemas de cascos, etc, advindas em decorréncia de imunossupressao provocadas
por doengas primarias, entre as quais a Leucose Enzodtica Bovina (LEB), que tem se
implantada no rebanho nacional, principalmente de exploracédo leiteira de forma progressiva.
Varios sdo os estados da federacdo com registros da LEB, com prevaléncia média estimada de
27,6% (BIRGEL JUNIOR et al., 2006).

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) é uma doenca causada por um Deltaretrovirus da
familia Retroviridae, caracterizada por proliferacdo linfocitaria e/ou formacdo de
linfosarcomas, principalmente distribuida em bovinos leiteiros. Os sinais clinicos da LEB
desenvolvem-se principalmente em animais com idade de trés a oito anos e variam
consideravelmente, dependendo dos o6rgdos afetados. Os animais comprometidos podem
apresentar emagrecimento progressivo, queda na producédo leiteira, aumento no volume dos
linfonddos, infertilidade, falha circulatéria e sinais neurologicos (FERRER et al., 1979;
RADOSTITS et al., 200; DANTAS et al., 2004). A espécie bovina é acometida naturalmente
e experimentalmente tem sido reproduzida em bubalinos, ovinos e caprinos. Como
reservatorio silvestre tem sido relatado a capivara (SILVA, 2001; LEUZZIR JUNIOR et al.,
2003; TOSTES, 2005).

Durante muito tempo o diagndstico da LEB foi baseado nos sinais clinicos associados
aos padrdes hematologicos, observados nas chamadas “chaves leucométricas”, que, mormente
compreendiam os casos com linfocitose presente. Contudo, com o isolamento do VLB e a
introducdo do teste soroldgico para deteccdo de anticorpos (Ac) anti-VLB, através da
imunodifusdo em gel de agar (IDGA), desenvolvida por Miller et al. (1969), abriu-se novas
perspectivas para se conhecer a situacdo epidemioldgica da LEB. Mais tarde surgiram outras
provas, tais como, 0 Radioiumnoensaio (RIA) (MACDONALD e FERRER, 1976), ensaio
Imunoenzimatico (ELISA) (ALTANER et al., 1982) e a Reagdo em Cadeia de Polimerase —
PCR (AGRESTI et al.,, 1993). O teste de IDGA e ELISA séo os teste referente para a
Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE, 2008) e a Unido Europeia (COMMISSION
DECISION OF 15 DECEMBER, 2009) e tambeém para o teste oficial de muitos governos
para fins de importacdo (EVERMANN, 1992).

No contexto nacional o estado do Maranhdo se destaca pela sua atividade pecuaria de
leite e corte que embora com produtividade baixa, tem importancia econémica. A baixa

producdo de leite pode estd associada as doencas infecto-cotagiosas introduzidas com a
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importacdo de bovinos leiteiros, com intuito da melhoria genética, e posterior disseminacdo
nos rebanhos. Porém os criadores pouca importancia tém dado a sanidade desses animais sem
uma prévia quarentena. Neste contexto, a LEB se apresenta como motivo de preocupacao
pois, é considerada uma das doencas que mais tem se difundido no mundo (JOHNSON e
KANEENE, 1992; LEITE et al., 2001; VANLEEUWEN et al.,2005; SPONCHIADO, 2008).
Pelo exposto, o presente trabalho foi elaborado com o objetivo de estudar os aspectos
epidemioldgicos da LEB na bacia leiteira do Estado do Maranhdo e aperfeicoar seu

diagnostico.

2. REVISAO DE LEITERATURA
2.1- Historia da Doenca

A Leucose Enzodtica Bovina foi descrita pela primeira vez na Alemanha em 1871.
Apos a segunda guerra mundial foram realizados numerosos relatos da LEB praticamente em
todos os paises da Europa Oriental. Na América do Norte, o virus foi introduzido através da
importacdo de animais oriundos da regido do mar Baltico, no final do século XIX. Com a
disseminacdo da infeccdo na regido, os rebanhos do Canada também foram infectados. A
partir dessas areas deu-se a disseminacdo para outras regides, devido as importacdes de
animais infectados (LEUZZI JUNIOR, et al., 2001). No Brasil a LEB foi descrita pela
primeira vez por Rangel e Machado (1943), seguido de Merkt et al.(1959) e a vinculacdo da
doenca com importacdes foi evidenciada por Modena et al. (1983), que relataram a ocorréncia

de infeccdo pelo VLEB em animais procedentes dos Estados Unidos e Canada.

2.2. Etiologia

O Virus da Leucose Enzodtica Bovina (VLEB), denominado oficialmente Bovine
leukemia virus, pertence ao género Deltaretrovirus da subfamilia Orthoretrovirinae, familia
Retroviridae (INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2009). O
prefixo retro origina-se da enzima transcriptase reversa (DNA polimerase RNA - dependente)
gue estd presente nos virions de todos os membros da familia, responsavel pela sintese de
DNA a partir do RNA viral. O virion do VLEB tem formato esférico e apresenta diametro de
80 a 100 nm. Miller e Van Der Maaten (1976) demonstraram que 0 virus € composto por
varias proteinas, de diferentes pesos moleculares, identificadas pela técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida. A maior concentracdo de proteinas é da p24, localizada no capsideo
viral, com peso molecular de aproximadamente 24.000D. No envelope do VLEB séao

encontradas as glicoproteinas gp30 e gp51. A gp51 € responsavel pela infeccdo do virus,
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aderindo-se a um receptor celular do hospedeiro, para dar inicio ao processo de
infecciosidade. O VLEB pode ser neutralizado por anticorpos dirigidos contra a gp51,
podendo também inibir a formacgéo desses anticorpos Onuma et al.(1975); Miller e Van Der
Maaten (1976).

Os retrovirus sdo inativados por solventes e detergentes lipidicos, tais como: alcool,
éter e cloroformio. Também pode ser inativado pela temperatura de 56°C durante 30 minutos.
Entretanto, sdo mais resistentes a raios ultravioletas e radiaces — X do que outros virus
(FENNER et al., 1993).

2.3. Patogenia e Sinais Clinicos

Apds penetracdo no organismo do hospedeiro, o VLEB tem tropismo pelos linfdcitos
B (AIDA et al., 1989). Uma vez infectado, ndo se observa sinais de viremia, mesmo assim
ocorre a producdo de anticorpos contra as proteinas estruturais (GARCIA et al., 1995).

O virus possui em seu envelope complexo de glicoproteinas, gp51 e gp30, que
exercem um importante papel na infeccdo viral, mediando a infeccdo. A glicoproteina externa,
gp51, liga o virus a célula alvo (linfécito B) enquanto que a glicoproteina transmebranica,
gp30, ancora o envelope do virus na membrama plasmaética da célula infectada (SUZUKI e
IKEDA, 1998).

No inicio da infeccdo, o virus através de seu cDNA se replica dando origem aos
virions, que podem escapar da acdo das células hospedeiras e infectar outras células. Os
virions estdo sempre protegidos no intimo celular e aqueles que estéo circulando extracelular
podem ser neutralizados pelas células de defesa (REBRUN, 2000; LEITE et al., 2004).

Assim 0 VLEB estabelece uma infeccdo sem sinais clinicos, caracterizados pela
presenca de anticorpos anti-VLEB, onde poucos linfocitos B sdo infectados. Menos de 5%
das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) possuem os provirus. A infeccao
persiste por toda a vida do animal, porém a evolucdo da infec¢cdo com quadros clinicos ndo
ocorre em 65% dos bovinos infectados (COCKRELL e REYES, 2000). Uma das
caracteristicas dos animais infectados pelo VLEB é a produgdo persistente de anticorpos,
sugerindo uma constante estimulacdo do sistema imunolégico por antigenos virais (BURNY
et al., 1988).

A partir de cinco anos de portador do virus, pode ocorrer a evolugdo da doenca para
linfocitose persistente (LP), em aproximadamente 30% dos animais. A LP é o aumento
policlonal e persistente de linfocitos B na circulagdo sanguinea, também considerada como
uma forma benigna da doenga (DEPELCHIN et al., 1989; LEITE et al., 2004). Apos 10 anos,
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0 organismo infectado manifesta a forma tumoral da doenca em 5% dos animais, ocorrendo
uma proliferacdo monoclonal (oligoclonal) de linfocitos B, desenvolvendo os linfomas e/ou
linfossarcomas Miller Van Der Maaten 1982; Cockrell e Reyes (2000).

Para Ferrer (1980) a principal caracteristica da doenca é o aumento dos linfonodos do
animal, sendo comuns na regido retrobulbar, onde causa exoftalmia uni ou bilateral, e na area
faringea, causando disfagia e estertores durante a respiragdo. A forma entérica da doenca é
caracterizada pelo alargamento da submucosa do abomaso. Pode haver o envolvimento dos
linfonodos mesentéricos, associados com a infiltracdo do abomaso, sendo que estes podem se
apresentar com volume suficiente para causar obstru¢do. Também é possivel observar o
envolvimento do atrio direito, epicérdio e infiltracdo no miocardio.

Fetrow e Ferrer (1982) relatam que o VLEB pode atuar como agente imunossupressor,
predispondo o animal a outras doencas, bem como, alta prevaléncia (10 a 15%), animais
adultos infectados podem morrer devido a esta enfermidade. A idade média de animais de
exploracdo leiteira é sete anos, geralmente muitos animais apresentam sinais clinicos e séo
descartados mais cedo, devido a varios transtornos, como infertilidade e queda na producéo de

leite, que podem estar relacionados a LEB.

2.4. Resposta Imunoldgica

Segundo Leite et al. (2004), qualquer infeccdo leva o sistema de defesa a uma
reacao e, ndo € diferente para o VLEB, provocando resposta imune humoral e celular. Cerca
de um terco dos animais infectados pelo VLB desenvolvem LP e 5% linfossarcoma,
provocando dessa forma, uma menor resposta imune humoral e celular. Acredita-se que certas
proteinas retrovirais atuariam como imunossupressoras e/ou que a interleucina - 10 (IL — 10)
observadas em animais com LP, teriam efeitos inibitdrios nas fungdes das células T auxiliares
e também provocariam uma alteracdo na relacédo entre linfécitos T/B (ORLIK e SPLITTER,
1996; SPONCHIADO, 2008).

Na resposta humoral os anticorpos de animais infectados apresentam estrutura e
reatividade biologica alteradas, uma menor concentragdo de imunoglobulinas M (IgM) e
também redugdo no numero de células produtoras dessas imunoglobulinas no bago e
linfonodos. O linfécito B infectado sofre alteracdo na composicéo de acglcares da membrana
plasmatica, sendo assim, 0s mesmos seriam eliminados durante o estagio inicial da maturagéo,
sugerindo que isso possa interferir na producdo das imunoglobulinas (BURNY, 1988).
Segundo Garcia et al. (2002), os animais infectados pelo VLEB e que ndo desenvolvem a

forma tumoral da doenca, ndo apresentam diminuic¢ao de sua resposta imune humoral.
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2.5. Epidemiologia

Em muitos trabalhos tem sido relatados a associa¢do da LEB com os fatores de riscos,
tais como, uso repetitivos de agulhas, luvas obstétricas, aquisicdo de animais, auséncia do
médico veterinario e outros (SILVA, 2001; FENANDES et al., 2007; SPONCHIADO, 2008).

As vias de penetracdo do VLB comprovadas experimentalmente s&o: oral,
intraperitoneal, intratraqueal, intra-uterina, intradermica, intramuscular, subcutanea,
intravenosa e intra-retal (MILLER et al., 1972; ROBERTS et al., 1982; JOHNSON e
KANEENE, 1992; HOPKINS e DIGIACOMO, 1997).

A transmissdo do VLEB ocorre de forma vertical e horizontal. A vertical pode ser
demonstrada pela soropositividade de bezerros recém-nascidos antes da ingestdo do colostro,
variando de 3 a 20% (HUBNER et al., 1996; LEUZZIR JUNIOR et al., 2001; DEL FAVA e
PITUCO, 2003). Ferrer e Piper (1981) comprovaram que o VLB pode ser transmitido pelo
colostro e leite. A transmissdo horizontal ocorre pela veiculagdo de material contendo
linfocitos infectados, onde o virus permanece viavel. Isto acontece pela manipulacdo de
fomites contaminados, como material cirurgico, seringas, agulhas, tatuadores e luvas
obstétricas (FERRER et al., 1979; ALECAR FILHO et al., 1981; FREITAS et al.,1982;
JOHNSON e KANEENE, 1992; SPONCHIADO, 2008). Trabalhos realizados por Miller e
Van der Maaten (1982) demonstraram que a transmissdo horizontal é a principal via de
disseminacdo do virus, através da exposicdo direta a fluidos bioldgicos contaminados com
linfocitos infectados, principalmente sangue, leite e saliva. Foi demonstrado que 2.500
linfécitos contidos em 0,0005 ml de sangue, inoculados via intradérmica sdo suficientes para
causar infeccdo em bovinos (FERRER et al., 1979; ALENCAR FILHO et al.,, 1981,
JOHNSON e KANEENE, 1992).

O VLEB pode ser transmitido também, pelas moscas, em decorréncia de alternancia
alimentar em diferentes hospedeiros, situacdo que proporciona ampla oportunidade para que
estes vetores possam transmitir o agente infeccioso (JONHNSON e KANEENE, 1992;
LEUZZIR JUNIOR et al., 2001).

Para Miller e Van Der Maaten (1979) e Braga et al. (1998), a transmissédo pela
inseminacdo artificial s6 pode ocorrer se as amostras de sémen estiverem contaminadas com
leucdcitos contendo o genoma viral, se for contaminado com sangue durante a colheita. Pituco
et al. (2001) avaliaram 230 touros de diversas Centrais de Inseminacdo Artificial no Brasil
utilizando o teste de ELISA, detectaram 17,4% de animais sororeagentes. Del Fava e Pituco

(2004), ao avaliarem sémen de touros soropositivos infectados para a inseminacdo artificial
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e/ou cobertura natural em vacas negativas demonstraram que essa via ndo tem significado
para transmisséo.

Hopkins e Digiacomo (1997) consideram que a transmissdo do VLEB pela
manipulacdo retal com luvas obstétricas pode acontecer, pois ao inocularem 2 ml de sangue
de animais infectados no reto de animais ndo infectados, simulando o diagnostico de prenhez
ou a inseminacéo artificial, todos os animais apresentaram anticorpos anti-VLEB no sangue
no periodo de cinco semanas pés inoculacgéo.

Bouillant et al. (1982) examinaram 26 dvulos de sete vacas infectadas com o VLB e
60 embribes de 20 vacas também infectadas, e ndo observaram evidencias de infec¢do dos
mesmos. Mais recentemente, Choi et al. (2002) relatam que ndo ha praticamente transmisséo
do VLB através do sémen, évulo ou embrido, desde que sejam manejados corretamente.

Estudos realizados por Johnson e Kaneene (1992) a LEB estdo distribuidos em
todos os continentes, com excec¢do da Alemanha, Dinamarca, Finlandia e Nova Zelandia. A
incidéncia difere entre os paises (0,02 a 52%) principalmente entre os bovinos de exploragdo
leiteira (SPONCHIADO, 2008)

Descrita pela primeira vez na Alemanha, onde em 1983 ja apresentou reducdo
consideravel da sua prevaléncia de 0,05%, atualmente a LEB é considerada erradicada nesse
pais (RADOSTITS et al., 2002, SPONCHIADO, 2008). Em outros paises do Continente
Europeu, variadas prevaléncias tém sido descritas: Bélgica, 28,6% (MAMMERIKCS et al.,
1978); Franca, 0,06% (NOUGAYREDE et al ., 1978); Austria, 2,2% (BURKI, 1982); Grécia,
0,02% (DIMITRIADES e ARTAVANIS, 1984); Hungria, 19,39% (TEKES et al., 1984);
Bulgaria, 22,26% (SANDEV et al., 2006). Estudos sorologicos realizados no Canada
encontraram prevaléncias que variam entre 11,2 e 60,8% (SAMAGH e KELLAR, 1982,
VANLEEUWEN et al., 2001, VANLEEUWEN et al., 2005, SCOTT et al., 2006;
VANLEEUWEN et al., 2006).

No Oriente Médio, Brenner et al. (1986) em lIsrael, encontraram uma prevaléncia de
24%. No Japéo foi descrita uma prevaléncia de 36,20% (ONUMA et al., 1978; ONUMA et al.
1979).

Na Oceania, destacam-se 0s estudos realizados por Dimmock et al. (1991) na
Australia, com 13%, Nova Zelandia, 0,3% (PARRISH et al., 1982), Papua Nova Guine, 5,5%
(WERNERY e SOHMIDT, 1985).

No Continente Africano, Heinonen e Assefa (1995) realizaram trabalhos de sorologia
em bovinos da Etidpia, relataram prevaléncia de 21%. No Egito, foram descritos resultados de
37,7% para animais jovens e 72,7% animais acima de dois anos (ZAGHAWA et al., 2002).
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Nos Estados Unidos da América, Burridge et al. (1981) estudaram a prevaléncia da
LEB no estado da Florida (EUA) em 7.768 animais de aptidao leiteira com idade acima de 18
meses e em 4.911 de bovinos de corte. Os resultados demonstraram que 47,8% e 6,7% dos
animais leiteiros e de corte eram positivos, respectivamente. No Canada, na regido de
Manitoba, foi realizado um estudo em 1.204 vacas de leite e 1.425 vacas de corte, obtiveram-
se uma prevaléncia de 60,8% e 10,3%, respectivamente (VANLEEUWEN et al., 2006).

Na Ameérica Central, na Costa Rica, foram descritos dados de prevaléncia de 27,8%
(DUCREAUX et al., 1987).

Na América do Sul, foram descritas prevaléncias na Argentina, por Brunel et al.
(1981) e Ghezzi et al.(1997), variando de 31,5 a 50%. Na Colombia, Afonso et al. (1998)
encontraram prevaléncia de 45,28% e na Venezuela Marin et al. (1978) de 49,10%. Pesquisas
realizadas no Brasil tém demonstrado uma freqiiéncia varidvel da infeccdo em rebanhos
leiteiros, com média de 26,70% (BIRGEL JUNIOR et al., 2006).

No Brasil o primeiro relato da LEB foi feito por Rangel e Machado (1943). Estudos
epidemioldgicos tém demonstrado ampla distribuicdo de animais sororeagentes em todas as
Regides do pais. Com base nos relatos de estudos com bovinos leiteiros as seguintes
prevaléncias médias sdo estimadas para cada Regido: Norte, 18,30% (ABREU et al., 1990;
MOLNAR et al., 1999; CARNEIRO et al., 2003), Nordeste, 29,94% (MELO et al., 1991 ;
TAVORA e BIRGEL, 1991; SIMOES, 1998; SILVA, 2001; SIMOES et al., 2001;
TENORIO, 2003; MATOS e BIRGEL, 2005), Centro-Oeste, 40,13 (ANDRADE e
ALMEIDA, 1991), Sudeste, 46,72% (LEITE et al., 1980; ROMERO; ROWE, 1981;
CUNHA et al., 1982; MODENA et al., 1983; LEITE et al., 1984; BIRGEL et al., 1988a;
BIRGEL et al., 1988b; BIRGEL et al., 1991; ARITA et al., 1992; BIRGEL JUNIOR et al.,
1995; OLIVEIRA et al., 1997; D’ANGELINO et al., 1998; CAMARGO et al., 2002; MEGID
et al., 2003), Sul, 34,41% (LIMA et al, 1980; KANTEK et al., 1983; GOMES et al., 1985;
FLORES et al., 1988; FLORES et al., 1990; CARVALHO et al., 1996; MORAES et al.,
1996; VAN DER LAAN et al.,, 1999; LUDRS, 2001; LEUZZIR JUNIOR et al., 2003;
POLLETO et al.,, 2004; SPONCHIADO, 2008;). Ndo foram encontrados registros de
trabalhos relacionados a LEB nos estados do Amapda, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Mato

Grosso e Sergipe.

2.6. Diagndstico
O diagnostico da LEB ¢é fundamental para o controle e posterior erradicacdo da

doencga. Diferentes métodos podem sem empregados dentre estes: observacao persistente do
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aumento do numero de linfocito B (LP) e por sorologia, para identificacdo de anticorpos
especificos contra o virus da LEB (LEUZZI JUNIOR et al., 2001).

Apos o isolamento e cultivo do virus, vérias técnicas para detec¢do de anticorpos
foram descritas, como a imunodifusdo em agar-gel - IDGA (MILLER e VAN DER
MAATEN 1976) e ensaios Imunoenzimaticos - ELISA (ALTANER et al. 1982), as mais
utilizadas, e o Radioiumnoensaio - RIA (MACDONALD e FERRER, 1976). Para detec¢éo do
acido nucléico viral foi desenvolvida a Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR (AGRESTI et
al. 1993).

No Brasil os primeiros estudos foram realizados por Rangel e Machado (1943),
seguido de Merkt et al. (1959), Alencar Filho (1970), Birgel et al. (1974) e Modena (1981).

Estudos realizados por Birgel (1982) relatam que as chaves leucométricas sdo muito
falhas, detectando apenas 61,5% dos casos positivos. As chaves sofreram diversas adaptagoes,
sobretudo nos paises europeus (TOSTES, 2005). Com o decorrer do desenvolvimento das
pesquisas, entre elas, o isolamento do VLB por Miller et al. (1969) e a introducéo de testes
soroldgicos para deteccdo de anticorpos anti-VLB, estas chaves cairam em desuso
(EVERMANN, 1992; TOSTES, 2005).

Para a Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE, 2008) e Unido Européia
(INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2009) os testes de
referéncia sdo a IDGA e ELISA, com a finalidade de certificagdo para o transito internacional

de bovinos.

2.7. Controle e Erradicagdo

A OIE (2009) recomenda que a base do Programa de controle da LEB é o
levantamento sorologico para identificacdo de animais sororeagentes. Brunner et al. (1997)
relataram que no Estado de Nova York (USA) a partir de 1985 foi criado um programa de
erradicacdo e certificacdo de propriedades livres do VLEB. Nuotion et al. (2003) citaram que
a Finléndia levou 30 anos para erradicar a LEB e continuam fazendo o monitoramento anual.
Outros programas tém sido propostos para controle da doenga, tais como: levantamento e
monitoramento soroldgico dos animais de propriedades e aquelas que a prevaléncia for alta
entre 60 e 80% dividirem o rebanho em positivos e negativos, dificultando dessa forma a
transmissdo do VLB e quando o indice for baixo o ideal seria eliminar os animais positivos
(CORDEIRO et al., 1994; BRUNNER et al., 1997; DEL FAVA e PITUCO, 2003).

O primeiro programa oficial para o controle e erradicacdo da LEB foi estabelecido na

Dinamarca, tendo seu inicio em 1959. A partir desta data a doenca tornou-se de notificacéo
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obrigatoria e que rebanhos considerados soropositivos eram eliminados com posterior
pagamento de indenizacgdo ao produtor (JOHNSON e KANEENE, 1992).

Alguns paises ja erradicaram a LEB, como Dinamarca, Alemanha e Finlandia
(RADOSTITS et al., 2002; NOUTION et al., 2003); Estados Unidos e Canada estdo em
processo de erradicagdo (BRUNNER et al., 1997; VANLEEUWEN, 2004). A maioria dos
paises ainda ndo tem programa de controle e certificacdo de propriedades livres do VLB,
inclusive o Brasil (DEL FAVA e PITUCO, 2003).

2.8. Prejuizos a Pecuaria Bovina

Os criadores ainda ndo atentaram para a importancia da doenca pelos prejuizos
causados, tais como: descarte dos animais em decorréncia do quadro clinico (linfosarcoma),
interrupcao nas barreiras internacionais do comércio de animais vivos, interferir na producéo
e produtividade, condenacdo de carcacas em abatedouros com inspecéo e gastos com médicos
veterinarios (OIE, 2009).

Pollari et al.(1992) e Ott et al. (2003) relacionaram que ao examinarem 1.006 rebanhos
de 20 estados (USA) foi verificado queda na producdo de leite e gordura. Cada rebanho era
constituido no minimo por 30 vacas. Os rebanhos doentes deixavam de produzir na ordem de
218 Kg de leite por vaca infectada. No final do estudo calcularam que as perdas para os
produtores eram de 285 milhdes de doélares, enquanto para os consumidores eram de 240
milhdes de dolares.

Vanleeuwen et al. (2004), no Canadé, estudou o impacto na economia de produtores
que tinham vacas com LEB. Concluiram que em um rebanho soropositivo formado por 50
vacas, provocava morte dos animais, aborto em decorréncia dos linfosarcomas no (Utero,
diminuicdo na fertilidade além dos prejuizos diretos, tais como, servi¢os veterinarios,
medicamentos, m&o-de-obra, acarretavam danos financeiros na ordem de $807 dolares / vaca /
ano para o proprietario.

D’Angelino (1991) realizou no Brasil um trabalho, levando em consideragao os fatores
de producdo diéria de leite em animais de segunda, terceira e quarta lactagdo, relacionou a
doenca com a producdo e o descarte de animais devido a LEB. Chegou a conclusdo que a
média diaria de produgdo de leite caia em 11% nos animais doentes quando comparados aos
animais sadios, bem como, a producdo foi bem menor quando comparados entre os animais
de segunda, terceira e quarta lactacdo, porém ndo encontraram nenhuma diferenca quanto aos
fatores reprodutivos, tais como, intervalos entre partos, coeficiente de natalidade e descarte de

animais.
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SOROPREVALENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A LEUCOSE
ENZOOTICA BOVINA EM REBANHOS DA BACIA LEITEIRA DO ESTADO DO
MARANHAO

Hamilton Pereira SANTOS?, Helder de Moraes PEREIRA?, Sergio Alves do NASCIMENTOQ?, Luciana Cavalcante de

Arruda COUTINHO*, Whaubtyfran Cabral TEIXEIRA®, Roberto Carlos Negreiros de ARRUDAS, Nacylene Pinto Chaves
Bezerra®, Danilo Cutrim BEZERRA, Roberto Soares de CASTRO?,

RESUMO

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) € uma doenca causada por um Deltaretrovirus da
familia Retroviridae, caracterizada por proliferacdo linfocitaria e/ou formacdo de
linfosarcomas, principalmente distribuida em bovinos leiteiros. Este trabalho foi realizado
com o objetivo de determinar a prevaléncia da LEB e identificar os principais fatores de risco
para sua ocorréncia na bacia leiteira do Estado do Maranhdo. Foram coletadas 920 amostras
sanguineas de 92 rebanhos leiteiros da raca Girolanda distribuidos em 23 municipios das
cinco Regionais que compdem a bacia leiteira do Estado. A prevaléncia estimada foi de
53,80% de animais sororeagentes, distribuidos em 98,91% (91/92) dos rebanhos estudados,
afetando principalmente animais de idade superior aos 48 meses (P<0,05). As Regionais
Bacabal, S&o Luis e Pedreira apresentaram as frequiéncias de sororeatividade mais elevadas
(63,50%, 61,87,% e 60,62%, respectivamente); Imperatriz, intermediaria (41,18%); e
Acailandia, a mais baixa (30,83%) (P<0,05). Todos 0s municipios apresentaram animais
sororeagentes, com freqliéncias variando de 22,50% (S&o Francisco do Brejdo) a 75,00%
(Bernardo do Mearim). Ao se analisar as varidveis estudadas como potenciais fatores de risco
para LEB foi verificada associacdo estatistica significativa (P<0,05) entre sororeagentes para
LEB e uso repetido da mesma agulha para colheita de sangue ou vacinacdo (Odds Ratio — OR
= 2,76; IC — 1,73 - 4,93), uso repetido da mesma luva obstétrica (Odds ratio - OR=1,74; IC -
1,2 a 2,49), estabulagdo dos animais (Odds ratio - OR=1,97; IC — 1,28 — 3,02) e auséncia de
assisténcia Veterinaria (Odds ratio - OR=1,42; IC — 1,06 — 1,88). O conhecimento da LEB
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pelos criadores e a aquisi¢do de animais de outras criagdes para reproducdo ndo interferiu na
sororeatividade para LEB (Odds ratio - OR=1,09; IC — 0,82 — 1,44 e Odds ratio - OR=0,88;
IC - 0,57 — 1,36, respectivamente) (P>0,05).

Palavras Chave: Epidemiologia, Prevaléncia, Leucose enzootica, bovino, Maranh&o.
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SERUMPREVALENCE AND RISK FACTORS ASSOCIATED TO ENZOOTIC
BOVINE LEUKOSIS IN DAIRY HERDS OF THE STATE OF MARANHAO

ABSTRACT

The Bovine Enzootic Leukosis (BEL) is a disease caused by a Deltaretrovirus of
the Retroviridae family, characterized by lymphocyte proliferation and lymphosarcoma,
mainly distributed in dairy cattle. This work was carried out to determine the prevalence of
BEL and to identify the main risk factors for its occurrence in the dairy herds of the state of
Maranhdo. A total of 920 blood samples were collected from 92 dairy cattle herds of the
crossbred Girolando distributed in 23 municipalities of the five Regionals, that make up the
dairy regions of the state of Maranh&o. For the diagnosis of BEL the an immunodifusion agar
gel assay (IDAG) kit was used (TECHNOLOGICAL INSTITUTE OF PARANA - TECPAR).
The estimated prevalence was of 53.80% seropositive animals, distributed in 98.91% (91/92)
of the herds studied, mainly affecting animals with ages over 48 months (P <0.05). The
Bacabal, Sao Luis and Pedreira Regionals, presented the frequencies of seroreactivity higher
(63.50%, 61.87, and 60.62%%, respectively), Imperatriz, intermediate (41.18%), and
Acailandia, the lowest (30.83%) (P<0.05). Every municipaliteis presented seropositive
animals with frequencies ranging from 22.50% (San Francisco do Brejao) to 75.00%
(Bernardo do Mearim). When analyzing the variables studied as potential risk factors for
BEL, a statistically significant association (P <0.05) between seroreactivity to BEL and the
repeated use of the same needle for blood sampling or vaccination (Odds Ratio - OR=2.76; IC
— 1,73 - 4,93), repeated use of the same obstetric glove (Odds ratio - OR=1.74; IC - 1.2 a
2.49), animal housing (Odds ratio - OR=1.97; IC — 1.28 — 3.02 ), and lack of veterinary care
(Odds ratio - OR=1.42; IC — 1.06 — 1.88), was found. Knowledge of BEL by farmers and the
purchase of animals from other farms for breeding did not interfere in seroreactivity to BEL
(Odds ratio - OR=1.09; IC — 0.82 — 1.44 and Odds ratio - OR=0.88; IC — 0.57 — 1.36,
respectively) (P> 0.05).

Keywords: epidemiology, prevalence, enzootic leukosis, Maranhdo.
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1-INTRODUCAO

O Virus da Leucose Enzodtica Bovina (VLEB), denominado oficialmente Bovine
leukemia virus, pertence ao género Deltaretrovirus da subfamilia Orthoretrovirinae, familia
Retroviridae (INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2009). O prefixo
retro origina-se da enzima transcriptase reversa (DNA polimerase RNA - dependente) que
estd presente nos virions de todos os membros da familia, responsavel pela sintese de DNA a
partir do RNA viral. (OIE, 2009)

A doenca caracteriza-se por proliferacdo linfocitaria nos 6rgdos hematopoéticos,
bem como, naqueles ricos em tecido reticulo-histiocitario, determinando formacg6es tumorais
por infiltracBes de células mononucleares (linfdcitos, pro-linfécitos e linfécitos atipicos), com
quadro sintomético pleomorfico e alteragcbes hematoldgicas, evidenciadas por leucocitose e
linfocitose persistente, com aumento das formas linfocitérias atipicas (BIRGEL, 1982).

O linfosarcoma é a fase mais avancada da doenca, que acomete principalmente
animais de rebanho leiteiro, cuja epidemiologia deve ser enfatizada devida sua transmisséo,
que se faz tanto por via vertical quanto horizontal, com propagacéo da doenca intensamente e
incontrolavel na maioria dos bovinos adultos (FERRER et al., 1979).

Em estudos realizados por JOHNSON; KANEENE (1992) foi demonstrado que
0,0005ml de sangue colhido de animal infectado é suficiente para infectar um bovino, quando
inoculado pelas vias intradérmica, subcutanea, intramuscular e intravenosa. Outra forma de
transmissao do VLEB é o uso repetitivo de agulhas, materiais cirtrgicos, luvas obstétricas,
premunicdo contra babesiose e anaplasmose, acdo mecanica de tabanideos, contato com saliva
e alimentacdo de leite e colostro oriundos de vacas infectadas. HUBNER et al. (1997) citaram
gue a transmissdo via colostro pode ocorrer, porém com menos risco, pois 0S anticorpos
maternos neutralizam o virus e também devido a impermeabilidade da mucosa intestinal aos
linfocitos, ap6s 24 a 36h de nascidos. O sémen por apresentar uma grande quantidade de
linfocitos pode ser um material potencial para transmissdo pela cobertura natural, porém, a
inseminacdo artificial se torna mais dificil em decorréncia da qualidade e exigéncia das
industrias que manipulam sémen para envasamento e comercializagdo. A via transplacentaria
pode ocorrer em até 6% das vacas gestantes soroporeagentes. Na transferéncia de embrides,
de doadoras infectadas para receptoras se torna mais dificil, pois os mesmos sofrem varias
lavagens, o que € exigido pelos paises importadores e exportadores de embrides (LUCAS,
1992).
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O diagnostico da LEB inicialmente era feito pela observacdo das manifestacdes
clinicas e lesdes. Em seguida foi feita com auxilio de exames hematoldgicos, que resultaram
no estabelecimento das chamadas chaves leucométricas (GOETZER, 1954). Apos o isolamento
do VLEB foi possivel desenvolver a primeira prova soroldgica, a imunodifusao radial dupla
de Ouchterlony em gel de Agar (MILLER et al., 1969), empregando-se com finalidade de
determinar 0s anticorpos especificos. Mais tarde surgiram outras provas, como o
Radioimunoensaio (RIA) (MACDONALD; FERRER, 1976), ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
(ALTANER et al., 1982), e a Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR (AGRESTI et al., 1993).

No Brasil o primeiro relato da LEB foi feito por RANGEL; MACHADO (1943). Estudos
epidemioldgicos tém demonstrado ampla distribuicdo de animais sororeagentes em todas as
Regides do pais. Com base nos relatos de estudos com bovinos leiteiros as seguintes
prevaléncias médias® sdo estimadas para cada Regi&o: Norte, 18,30% (ABREU et al., 1990;
MOLNAR et al., 1999; CARNEIRO et al., 2003), Nordeste, 29,94% (TAVORA; BIRGEL, 1991,
MELO et al., 1991; SIMOES, 1998; SIMOES et al., 2001; SiLvA, 2001; TENORIO, 2003;
MATOS; BIRGEL, 2005), Centro-Oeste, 40,13 (ANDRADE; ALMEIDA, 1991), Sudeste, 46,72%
(LEITE et al., 1980; LIMA et al., 1980; ROMERO; ROWE, 1981; CUNHA et al., 1982; LEITE et
al., 1984; MODENA et al., 1984; BIRGEL et al., 1988a; BIRGEL et al., 1988b; BIRGEL et al.,
1991; ARITA et al., 1992; BIRGEL JUNIOR et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1997; D’ ANGELINO et
al., 1998; CAMARGO et al., 2002; MEGID et al., 2003), Sul, 34,41% (KANTEK et al., 1983;
GOMES et al., 1985; FLORES et al., 1988; FLORES et al., 1990; FLORES et al. 1992;
CARVALHO et al., 1996; MORAES et al., 1996; LUDRS, 2001; VAN DER LAAN et al., 1999;
LEUZZIR JUNIOR et al., 2003; POLLETO et al.,, 2004; SPONCHIADO, 2008). Ndo foram
encontrados registros de artigos cientificos, relacionados a LEB nos estados do Amapa,
Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Sergipe.

A ampla distribuicdo da doenca no Brasil deve causar perdas econémicas com descarte
dos animais afetados clinicamente (linfossarcoma), barreiras internacionais de comércio de
animais vivos, sémen e embrides de animais soropositivos, queda da producéo e do teor de
gordura do leite, gastos com medicamentos e atendimento veterinario (MATOS; BIRGEL,
2005; SPONCHIADO, 2008; OIE, 2009).

O Estado do Maranhao Possui um efetivo bovino de aproximadamente 6.600.000 de
cabecas. O crescimento da pecuéria leiteira, embora abaixo da média nacional, é expressivo,

com 3% anual e acimulo de aproximadamente 25% na ultima década. Em 2008 o plantel de

! Médias calculadas com base nos dados referentes a bovinos leiteiros dos artigos citados
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vacas de leite era de 625.000 (9,47% do efetivo) das quais, foram ordenhadas 330.000, com
producdo de cerca de 1.000.000 de litros de leite, com média de 1,5 L/vaca/dia, o que denota
um baixo nivel de especializacao desta atividade (IBGE, 2009; INAGRO, 2009).

Segundo a Agéncia de Defesa Agropecuaria do Maranhdo (AGED, 2009), tem havido
modificagdes de manejo e crescimento do rebanho leiteiro 0 que caracteriza intensa
comercializacdo de matrizes, com ingressos procedentes de Vérias regides do pais,
principalmente do Sudeste ( Minas Gerais), Nordeste (Pernambuco e Alagoas) e Centro-Oeste
(Goiania), onde nem sempre esses animais sao acompanhados de atestados de sanidade, o que
implica na possibilidade de introducéo e difuséo de doengas.

Deste modo, considerando a importancia da bovinocultura leiteira aliada a auséncia de
dados epidemioldgicos sobre a LEB, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
determinar sua prevaléncia e os fatores de risco associados em rebanhos da bacia leiteira do

estado do Maranhdo.

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 — Area de Estudo e Populag&o

A é&rea de estudo compreendeu a bacia leiteira do Estado do Maranhdo. O Estado esta
localizado a 05° 05” 12” latitude sul e 42° 48 42” a Oeste do Meridiano de Greenwich, com
uma precipitacdo pluviométrica de 197mm e temperatura média/ 2009 de 26° C situado a
noroeste da regido Nordeste. Limita-se ao Norte pelo Oceano Atlantico, ao Sul e Sudoeste,
pelo estado do Tocantins, ao Leste e Sudeste pelo estado do Piaui e ao Oeste pelo estado do
Par4. Ocupa uma area territorial de aproximadamente 331.918 Km?, possui um efetivo bovino
de aproximadamente 6.600.000 cabecas, sendo 625.000 (9,47%) de exploracdo de leite
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICO - IBGE, 2006; LABMET, 2009).

Foi considerada bacia leiteira as principais aglomeracdes onde a pecuaria era
predominantemente destinada a producdo de leite, de acordo com os dados cadastrais da
AGED (2009), o que compreende as Regionais da ilha de S&o Luis, Imperatriz, Acailandia,
Bacabal e Pedreiras. Essas Regionais ndo séo todas contiguas, existindo trés aglomeragdes:
Sao Luis, ao nordeste; Bacabau e Pedreiras, ao centro; e Acailandia e Imperatriz, ao oeste
(Fig. 1). O estudo abrangeu os principais municipios que apresentavam pecudria tipicamente
leiteira, distribuida nas regionais da Ilha de S&o Luis (municipios de Paco do Lumiar, Raposa,
Sdo José de Ribamar e Sdo Luis), Imperatriz (Amarante, Imperatriz, Jodo Lisboa, Lageado
Novo, Porto Franco, Sdo Jodo do Paraiso e Senador La Roque), Acailandia (Acailandia,

Cidelandia e Sdo Francisco do Brejdo), Pedreiras (Bernardo do Mearim, Igarapé Grande,
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Pedreiras e Trizidela do Vale) e Bacabal (Bacabal, Bom Lugar, Lago Verde, Olho d’Agua das
Cunhas e S&o Luis Gonzaga).

Em linhas gerais, os rebanhos criados na bacia leiteira do Estado do Maranhédo séo
formados geralmente por até 50 cabecas, sendo a maioria de vacas em lactacdo, seguido
bezerros (as), vacas secas, novilhas de reposicéo, e um ou dois touros por rebanho. A maioria
dos animais € mestico resultante do cruzamento de gir com holandés, nos diversos graus de

sangue. O manejo reprodutivo na maioria dos rebanhos é a monta natural.

2.2 — Amostragem
A amostragem foi conduzida conforme preconizado pelo CENTRO PANAMERICANO DE
ZOONOSES (1979) para estudo de estimativa de prevaléncia. Para se definir o nimero de
amostras a serem testadas foi utilizada a seguinte expressao:
p (100 - p) 2°
n= —» Nn=ndmero de amostras
p.d)? p= prevaléncia esperada
Eﬁ] z= grau de confianca

d= margem de erro

Considerando prevaléncia esperada de 30%, correspondente a média obtida de varios
estudos do pais (BIRGEL JUNIOR et al., 2006), erro de 10% e grau de confianca de 95% (z =
1,96), obteve-se n = 896 amostras, onde elevamos para 920.

Para cada um dos 23 municipio foram sorteados quatro rebanhos, com base no
cadastro da AGED (2009), totalizando 92 rebanhos. De cada propriedade foram colhidas
amostras de 10 animais aleatoriamente selecionados, obedecendo a seguinte estratificacao:
duas novilhas de reposicdo (12-24 meses), sete vacas (>24 meses) e um touro (>24 meses).
2.3 - Colheita das Amostras

As amostras de sangue foram colhidas através da puncdo da veia jugular, utilizando
tubos a vacua de 10 ml, com gel, devidamente esterilizados e identificados. As amostras
foram mantidas em temperatura ambiente até ocorrer a coagulacdo e retracdo do coagulo,
sendo conduzidas posteriormente sob refrigeragéo até o Laboratdrio de Virologia da Medicina
Veterindria da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA. As amostras foram
centrifugadas a 1.000g, durante 5 minutos. As aliquotas de soro obtidas foram transferidas
para tubos plasticos e mantidas em temperatura de congelamento (-20°C) até a realizacdo dos
exames soroldgicos no Laboratorio de Virologia do Departamento de Medicina Veterinaria da

Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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2.4 - Prova Soroldgica

A técnica utilizada para deteccdo de animais portadores de anticorpos anti-VLEB
foi a IDGA (MILLER; VAN DER MAATEN, 1976), utilizando-se o kit produzido pelo LEB
INSTITUTO TECNOLOGICO DO PARANA (TECPAR), que detecta anticorpos ant-gp51,

de acordo com o fabricando.

2.5 — Estudo de Fatores de Risco

Em cada rebanho foi aplicado aos criadores questionario epidemiologico com o
objetivo de obter informacdes necessarias ao estudo de fatores de risco associados a
sororeatividade para LEB, como: conhecimento da LEB, uso repetido da mesma agulha para
vacinacdo, vermifugacdo etc, uso repetido da mesma luva obstétrica de vacas, assisténcia
Veterinaria, aquisicdo de animais de outras criagdes para reproducdo e estabulacdo dos
animais. Foi considerado estabulado o rebanho onde os animais eram recolhidos e

permaneciam em abrigos no minimo durante a noite.

2.6 - Andlise Estatistica

A prevaléncia estimada, bem como a freqiiéncia de animais sororeagentes em cada
municipio e regional, foi calculada pela razdo do numero de animais soropositivos
multiplicado por 100 e dividido pelo total de animais testados. Para cada percentual foi
calculado o intervalo de confianca de 95% de probabilidade de ocorréncia ao acaso
(THRUSFIELD, 2007).

Para avaliar a associacdo entre animais sororeagentes para LEB e as varidveis
estudadas, potenciais fatores de risco, utilizou-se o teste de Qui-quadrado, com nivel de
significancia de 5%. Também foram calculados os intervalos com confianca de 95% e a razédo
de probabilidades (Odds ratio) e o risco relativo. O programa utilizado para analise foi o
EPINFO 3.43 versédo 2007.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de IDGA para pesquisa de anticorpos contra o VLEB em
bovinos leiteiros, de acordo com as Regionais e Municipios da bacia leiteira do Estado do
Maranhé&o, estdo apresentados na Tabela 1. A prevaléncia estimada foi de 53,80% (intervalo
de 50,58% a 57,03%) de animais sororeagentes, distribuidos em 98,91% (91/92) dos rebanhos
estudados. As Regionais Bacabal, Sdo Luis e Pedreiras apresentaram freqiiéncias de

sororeagentes mais elevadas (63,50%, 61,87,% e 60,62%, respectivamente); Imperatriz,
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intermediéria (41,18%); e Acailandia, a mais baixa (30,83%). Houve diferenca estatistica
entre as Regionais (P<0,05). Todos 0s municipios apresentaram animais sororeagentes, com
frequéncias variando de 22,50% (S&o Francisco do Brejdo) a 75,00% (Bernardo do Mearim).
Entre as freqliéncias de sororeagentes observadas nos municipios das Regionais Sdo Luis e
Acailandia ndo houve diferenca significativa, porém houve diferenca (P<0,05) entre as

frequéncias dos municipios das Regionais Bacabal, Pedreiras e Imperatriz.
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TABELA 1 - Distribuicao de frequéncias de bovinos sororeagentes a imunodifusdo em agar gel (IDGA) para
Leucose Enzoética Bovina de acordo com as Regionais e Municipios da bacia leiteira do Estado do Maranhéo
(2009)

. L Resultado da IDGA
Regionais  Municipios

Reagente (%) IC N&o Reagente (%)  Total
Bacabal Bacabal 29 72,50° 55,80 - 84,20 11 27,50 40
Sédo Luis Gonzaga 28 70,00% 50,22 - 79,78 12 30,00 40
Bom Lugar 26 65,00% 58,66 - 86,34 14 35,00 40
Lago Verde 26 65,00% 50,22 - 79,78 14 35,00 40
Olho D'agua Cunhas 18 45,00° 29,58 - 60,42 22 55,00 40
Subtotal 127 63,50" 59,11 - 72,50 66 36,50 200
S&o Luis Raposa 29 72,50° 58,66 - 86,34 11 27,50 40
Séo José de Ribamar 26 65,00% 50,22 - 79,78 14 35,00 40
Séo Luis 24 60,00% 44,82 - 75,18 16 40,00 40
Pago Lumiar 20 50,00 34,50 - 65,50 20 50,00 40
Subtotal 99 61,87% 54,35 - 69,40 61 38,13 160
Pedreiras  Bernardo do 30 75,00 10 25,00 40
Mearim 24,82 - 55,18
Pedreiras 26 65,00 50,22 - 79,78 14 35,00 40
Trizidela do Vale 25 62,50% 47,50 - 77,50 15 37,50 40
Igarapé Grande 16 40,00° 61,58 - 88.42 24 60,00 40
Subtotal 97 60,62" 53,05 - 68,20 63 39,38 160
Imperatriz  Senador La Roque 25 62,502 44,82 - 75,18 15 37,50 40
Jodo Lisboa 24 60,00% 42,18 -72,82 16 40,00 40
Imperatriz 23 57,302 47,50 - 77,50 17 42,50 40
Amarante 19 47,50 32,02 - 62,98 21 52,50 40
Lageado Novo 17 42,50 13,66 - 41,34 23 57,50 40
Séo Jodo do Paraiso 16 40,00% 24,82 - 55,18 24 60,00 40
Porto Franco 11 27,50° 27,18 - 57,82 29 72,50 40
Subtotal 135 41,18° 42,36 - 54,07 145 51,78 280
Acailandia Cidelandia 16 40,00 9,56 - 35,44 24 60,00 40
Acailandia 12 30,00 24,82 - 55,18 28 70,00 40
S&o Fco do Brejdo 09 22,50° 15,80 - 44,20 31 77,50 40
Subtotal 37 30,83° 22,57 - 39,10 83 69,17 120
Total 495 53,80 50,58 — 57,03 425 46,20 920

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa (Qui-quadrado; P<0,05)
entre 0s municipios da mesma Regional.

Letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa (Qui-quadrado; P<0,05)
entre as Regionais.

IC = Intervalo de confianca de 95%.
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A observagdo de alta prevaléncia de animais sororeagentes para LEB em praticamente
todos os rebanhos e em todos os municipios estudados demonstra a ampla distribuicdo da
LEB na populagédo bovina da Bacia Leiteira do Maranhdo, com pequenas variacdes entre 0s
municipios de algumas Regionais. Desta forma, medidas de controle deveriam ser
recomendadas para a area estudada, fundamentadas no conhecimento dos principais fatores de
risco identificados, objeto deste estudo, complementar a estimativa da prevaléncia.

Os diversos inquéritos soroldgicos realizados no Brasil, envolvendo diferentes
populacdes, metodologias, periodos e locais de realizacdo tém levado a resultados
diversificados com freqliéncia média de 27,60% de sororeagentes (BIRGUEL JUNIOR et al.,
2006). A prevaléncia observada neste estudo é superior a média nacional e as relatadas para
bovinos leiteiros das Regides Norte, que apresenta média de 18,30% (ABREU et a., 1990;
MOLNAR et al., 1999; CARNEIRO et al., 2003), Regido Nordeste, 29,94% (MELO et al., 1991;
TAVORA e BIRGEL, 1991; SIMOES, 1998; SILVA et al., 2001; SIMOES et al., 2001;), Regido
Sudeste, 46,72 (LEITE et al., 1980; ROMERO e ROWE., 1981; ARITA et al., 1982; CUNHA et al.,
1982; LEITE et al., 1984; MODENA et al., 1984; BIRGEL et al., 1988a; BIRGEL et al., 1988b;
BIRGEL et al., 1991; ARITA et al., 1992; BIRGEL JUNIOR et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1997;
D’ANGELINO et al., 1998; CAMARGO et al., 2002; MEGID et al., 2003;); Sul, 22,93 (LIMA et
al., 1980; KANTEK et al., 1983; GOMES et al., 1985; FLORES et al., 1990; FLORES et al., 1992;
CARVALHO et al., 1996; MORAES et al. 1996; FLORES et al., 1998; ; VAN DER LAAN et al.,
1999; LUDRS, 2001; LEUZZIR JUNIOR. et al., 2003; POLLETO et al., 2004; SPONCHIADO,
2008;); e Centro-Oeste (Goiania), 40,13 (ANDRADE e ALMEIDA., 1991). A Bacia Leiteira
do Maranhdo ndo é uma area homogénea, existindo trés aglomeracGes formadas pelas
Regionais de Sdo Luis, Bacabal / Pedreiras e Acailandia / Imperatriz. Observa-se que nas
Regionais situadas no nordeste e no centro foram registradas as prevaléncias mais elevadas e
nas situada mais a oeste, as prevaléncias mais baixas (Fig. 1). Isto indica a existéncia de
algum fator relevante relacionado a distribuicdo espacial da LEB, possivelmente o fluxo de
animais na Bacia Leiteira do Maranh&o. O desenvolvimento da pecuaria leiteira no Estado do
Maranhdo tem sido intensificado nas trés ultimas décadas, com aperfeigoamentos no processo
de producéo e aquisi¢do de animais de outros Estados. De modo geral ha trés principais fluxos
de animais: da Regido Sudeste principalmente (Minas Gerais) e do Nordeste (Pernambuco e
Alagoas), para S&o Luis, Bacabal e Pedreiras, onde ocorrem as prevaléncias mais elevadas, e
da Regido Centro-Oeste para Acailandia e Imperatriz, onde as prevaléncias sdo mais baixas,
coincidindo, em linhas gerais, com as prevaléncias previamente descritas, nessas Regifes
sudeste (46,72%) e centro-oeste (40,13%).
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Os indices de prevaléncia da LEB no estado do Maranhdo devem-se provavelmente
em decorréncia de uma maior comercializagcdo de bovinos, com a finalidade da melhoria
genética e que tem provocado a difusdo de muitas doencas. Segundo JONHSON e KANEENE
(1992) e LEITE et al. (2001) os fatores de maior influencia na difusdo da LEB é a aglomeracao
de animais, pois quanto mais proximos maior é a prevaléncia de sororeagentes, bem como, a

compra de animais é um fator que influencia, porém em menor grau.

600

1- Bacabal = 63,50%
2-S@o Luis = 61,87%
3- Pedreiras=60,62%
4- Imperatriz=41,18%
5-Acailandia 20,83%

Figura 1 — Mapa do Estado do Maranhéo representando cinco regionais, com destaque para a Bacia Leiteira e
distribuicdo da prevaléncia da LEB: 1 — Bacabal, 2 - S&o Luis, 3 - Pedreiras (prevaléncias de 63,50%; 61,87% e
60,62); 4 - Imperatriz (41,18%); 5 - Acailandia (30,83%).

Analisando-se a distribuicdo de frequéncias de animais sororeagentes ao VLEB em
relacdo a idade dos animais, observou-se que houve diferenca estatisticamente significativa
entre as faixas etarias (P<0,05), com animais de idade superior aos 48 meses correspondendo
a vacas e touros apresentando maior percentual de sororeagentes (Tabela 2). Por se tratar de
uma infecgdo crdnica potencialmente transmitida em diferentes fases da vida produtiva é

esperado que o maior tempo de exposicdo leve a taxas mais elevadas de sororeagentes.
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Achados semelhantes sdo citados por outros autores (LEITE et al., 1984; BIRGEL et al., 1988b;
TAVORA; BIRGEL, 1991; D’ANGELINO et al., 1998; MOLNAR et al., 1999; LEUZZI JUNIOR et
al., 2003; SPONCHIADO, 2008).

TABELA 2 - Distribuicdo de frequéncia de bovinos da bacia leiteira do Estado do Maranh&o
sororeagentes a Imunodifusdo em Agar gel (IDGA) para Leucose Enzoética Bovina de acordo com a

faixa etaria (2009)

Faixa etaria Resultado da IDGA

(meses) Reagente (%) IC N&do Reagente (%) Total
12 -24 70 38,042 31,03 - 45,06 114 61,96 184
25-48 25 36,762 25,30 - 48,23 43 63,24 68
49 -72 185 59,49° 54,03 - 64,94 126 40,51 331
> 72 215 60,22°  55,15- 65,30 142 39,78 357
Total 495 53,80 50,58 — 57,03 425 46,20 920

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa (Qui-quadrado;
P<0,05) entre as faixas etarias.
IC = Intervalo de confianga de 95%.

Ao se analisar as varidveis estudadas como potenciais fatores de risco para LEB foi
verificada associacdo estatistica significativa entre animais sororeagentes para LEB e uso
repetido da mesma agulha para vacinacdo, vermifugacdo etc, uso repetido da mesma luva
obstétrica, estabulacdo dos animais e auséncia de assisténcia Veterinaria (P<0,05). O
conhecimento da LEB pelos criadores e a aquisicdo de animais de outras criacfes para
reproducédo nao interferiu na sororeacdo para LEB (P>0,05) (Tabela 3).

E bem conhecido que a infeccdo pelo VLEB est4 associada aos linfdcitos, de forma
que qualquer material bioldgico que veicule esse tipo celular serve potencialmente de fonte de
infeccdo para animais susceptiveis. Tem sido demonstrado, experimentalmente, que a
inoculacdo de quantidade minima de sangue é suficiente para reproduzir a infeccdo pelo
VLEB (EVERMANN et al., 1986; JOHNSON; KANEENE, 1992). Assim, o uso repetido de
agulhas e luvas obstétricas durante a manipulagdo de animais infectados e em seguida animais
susceptiveis, aumentou o risco de transmissédo do VLEB em 1,26 e 1,76 vezes,
respectivamente (Tabela 3). Embora tenha sido previamente citado a associacdo desses fatores
a transmissdo do VLEB (FERRER; PIPER et al., 1981; ALENCAR FILHO et al., 1981; FREITAS
et al., 1982; JOHNSON; KANEENE, 1992; HOPKINS; DIGIACOMO, 1988; SPONCHIADO, 2008),
ndo havia estudo mais sistematico que demonstrasse em tal associacdo em condicdes de

manejo em clima tropical.
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A estabulacdo dos animais aumentou o risco de sororeagentes para o VLEB em 1,43
vezes (Tabela 3). De acordo com 0 manejo adotado nas criagdes da bacia leiteira do Estado do
Maranh&o, os animais que sdo estabulados permanecem aglomerados a noite e, em parte das
criagdes, durante o dia com acesso a piquetes proximos as instalacGes. A estabulacdo dos
animais em um sistema de producdo voltado para producéo leiteira, com contato prolongado,
facilita a disseminacdo de infecgdes cronicas, como a LEB, através da exposicdo direta a
fluidos bioldgicos contaminados com linfocitos infectados (MILLER; VAN DER MAATEN,
1982). Isto também é compativel com a observacdo que o maior tempo de exposicdo leve a
taxas mais elevadas de sororeagentes.

Por outro lado, tem sido relatado que a intervencdo humana, incluindo meédicos
veterinarios e auxiliares envolvidos na pecuaria, contribui para o aumento da prevaléncia da
LEB (FLORES et al., 1988, FERNANDEZ, 2007; SPONCHIADO, 2008). Neste estudo, a
assisténcia veterinaria se comportou como fator de protecdo, uma vez que sua auséncia
implicou no aumento do risco de sororeagentes para LEB em 1,18 vezes (Tabela 3). Assim, o
gue é mais importante a considerar ndo € sé a presenca ou auséncia de assisténcia veterinaria,
mas sim as praticas realizadas e orientadas pelos profissionais Veterinarios responsaveis pela

atencdo aos rebanhos, o que deveria ser refinado em futuros estudos sobre o assunto.

TABELA 3 - Distribuicéo de frequéncias de bovinos sororeagentes a imunodifusdo em agar gel
(IDGA) para Leucose Enzodtica Bovina em relacéo as variaveis estudadas na bacia leiteira do
Estado do Maranhéo (2009)

S IDGA (n =920) ‘ Indicadores epidemioldgicos
Variaveis _ _
Positivo (%) Negativo (%) P<0,05 OR (IC) RR (IC)
Conhecimento da LEB Sim 51 51,00 49 49,00 0,6244 0,88 0,94
Uso repetido da mesma ~ Sim 463 56,46 357 43,54  0,0000 2,76 1,76
agulha Nao 32 32,00 68 68,00 (1,73-493)  (1,32-2,36)
Uso repetido da luva Sim 110 64,71 60 35,29 0,0021 1,74 1,26
obstétrica Néo 385 51,33 365 48,67 (1,21-2,49) (1,11-1,44)
Auséncia de Assisténcia  Sim 348 56,68 266 43,32 0,0161 1,42 1,18
Veterinaria Nao 147 48,04 159 51,96 (1,06-1,88) (1,03-1,35)
Aquisicdo de animais Sim 182 55,15 148 44,85 0,5864 1,09 1,04
Nao 313 53,05 277 46,95 (0.82-1,44)  (0,92-1,18)
Estabulacdo Sim 452 55,80 358 4420 0,0014 1,97 1,43
Né&o 43 39,09 67 60,91 (1,28-3,02) (1,12-1,82)

P = probabilidade de ocorréncia ao acaso (95%); OR = Odds ratio; RR = risco relativo; IC = Intervalo de confianca de

95%.
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Quando foi feita a distribuigcéo de freqiiéncias dos fatores de risco identificados para
LEB entre os rebanhos estudados, observa-se que os mais frequéntes foram o uso repetido da
mesma agulha para vacinacdo, vermifugacéo etc (89,13% das criacdes) e a estabulacdo dos
animais (88,04%), seguidos da auséncia de assisténcia veterinaria (33,70%) e uso repetido da
luva obstétrica (18,48%) (Tabela 4). Diante desta constatacdo, medidas de controle da LEB
deveriam ser adotadas visando reduzir a frequéncia dos fatores de risco nas criagdes. O uso de
agulha descartavel para cada animal, intensificacdo da assisténcia veterinaria, com atencao
aos riscos de transmissao para LEB, incluindo outros além dos aqui estudados, e uso de luva
obstétrica para palpacdo de cada animal, sdo, aparentemente, as medidas mais praticas de
serem adotadas. Essas recomendacfes também sdo citadas por SPRECHER et al.(1991) e
PELZER; SPRECHER (1993). Outras medidas que podem ser adotadas sdo quarentena e testes
soroldgicos dos bovinos, com intervalo de no minimo dois meses, antes da introdu¢do no
rebanho de bovinos recentemente adquiridos (FERRER 1979; JONHNSOM; KANEENE, 1992);
FENNER et al.(1993). A reducdo da estabulacgdo é pratica dificil de ser implementada, devido
as particularidades do manejo dos bovinos leiteiros, porém € possivel evitar a intensificacdo
excessiva da criacdo, com permanéncia dos animais em areas maiores e mais abertas para
circulacdo de ar e contato menos intimo entre os individuos.
A limpeza, higienizagdo e desinfeccdo dos estdbulos pode ser uma medida
paliativa, com intuito de reduzir a proliferacdo de moscas, evitando dessa forma a transmisséo

de forma mecénica (BRAGA et al., 1998; FERDINANDES et al.,2007).

TABELA 4 - Distribuicdo de frequéncias dos fatores de risco para Leucose Enzoédtica Bovina
(LEB) de acordo com os rebanhos estudados na bacia leiteira do Estado do Maranhé&o (2009)

Fator de risco Situacéo do Rebanho

Presente (%) IC Ausente (%) Total
Uso repetido da mesma agulha 82 89,13 82,77 - 95,49 10 10,87 92
Uso repetido da luva obstétrica 17 18,48 10,55 - 26,41 75 81,52 92
Auséncia de Assisténcia 31 33,70 24,04 - 43,35 61 66,30 92

Veterinaria
Estabulacdo 81 88,04 81,41 - 94,67 11 11,96 92
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4 - CONCLUSOES

Com base nos resultados de 920 amostras de bovinos testados sorologicamente
para Leucose Enzoodtica Bovina (LEB), nas cinco regionais da bacia leiteira do Estado do
Maranh&o, pode-se concluir que:

1- A Leucose Enzooética Bovina (LEB) ocorre com alta prevaléncia nos bovinos
leiteiros de todas as Regionais e Municipios, com distribuicdo espacial heterogénea,
onde as maiores prevaléncias foram encontradas nas regionais situadas no nordeste
(Sdo Luis) e no centro (Bacabal e Pedreiras) e, as menores prevaléncias nas
Regionais situadas no oeste (Acailandia e Imperatriz);

2- Bovinos acima de 48 meses de idade apresentam maior percentual de reacgdes
positivas para a LEB,;

3- Os fatores de risco para LEB identificados nas criagdes sdo: uso repetido da mesma
agulha para colheita de sangue, vacinagdo, vermifugacdo etc; estabulacdo dos

animais; auséncia de assisténcia veterinaria; e uso repetido da luva obstétrica.
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N.°
Propriedade:
Endereco: Data:. [/ /
Proprietario: Telefone:
Municipio: Estado:
Regime de Criacao: )
Avrea total: ha Area destinada ao Pastejo e/ou capineiras: ha
ANIMAIS
Faixa Etaria | 0a 12 meses | 12 a 24 meses | 24 a 36 meses AC':::SSE 36 TOTAL
Sexo M F M F M F M F M F
Quantidade
QUE OUTRAS ESPECIES SAO CRIADAS NA PROPRIEDADE
Espécies Caninos Felinos | Bubalinos | Ovinos | Caprinos | Equinos | Asinino | Suinos | Aves
NO
MANEJO DA CRIACAO
» Como sdo criados os animais? () Extensivo () Semi-Intensivo () Intensivo
» Adquire animais com freqiiéncia? ( ) Sim ( ) Nao
Procedéncia Realizou Quarentena () Sim () Nao
Qual sexo? () Macho ( ) Fémea
» Tipo de Exploragao Animal:
() Producdo de leite () Producdo de carne ( ) Producdo mista
REPRODUTIVO
» Quantos nascimentos ocorrem durante o ano (média) ?
» Taxa de Mortalidade: () Alta () Media () Baixa
» Epoca do ano em que ocorre 0 maior nimero de pari¢des?
» Os bezerros ao nascerem apresentam-Se:
() Normais ( ) Anormais ( )Fracos ( ) Dificuldade de locomogédo ( ) Outros

» Idade em que a fémea € coberta pela primeira vez?
» Realiza Inseminagdo Artificial () Sim () Nao

ALIMENTAR
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» Alimentacdo ( )Capim ( )Ragdo ( ) Capim +Ragdo () Outros
» Como ¢ fornecida aos animais? () Nococho ( )Apasto ( ) Ambos

» Costuma fornecer feno e/ou silagem aos animais () Sim ( ) Nao

Qual a origem?

» Durante 0 ano oferece sal para os animais () Sim () Nao

Qual o tipo? () Mineral () Comum

» Nos locais onde os animais pastam e/ou fica armazenado feno e silagem os cdes tem
acesso? () Sim () Néo

» Fornece agua( ) Sim () N&o Qualaorigem? ( )Poco ( )Rio ( ) Barreiro

SANITARIO
» Possui assisténcia veterinaria () Sim ( )Nao
» Faz vacinagdo () Aftosa ( )Raiva ( )Manqueira ( ) Brucelose ( ) Outras
Quando?

» Foi realizado coleta de material dos animais para a realizacdo de exames?
( )Sim ( )Néo  Qual(is) e Quando?
» Que testes foram realizados?

() Brucelose ( ) Tuberculose ( ) Leptospirose ( ) Parasitolégico ( ) Leucose
P Realiza controle de ecto e endoparasitos? () Sim () Nao

() Periddico ( ) Esporadico ( ) 6em6 mesesou3em3meses ( ) Anualmente
Como? Produto(s)?
» Usa algum tipo de remédio caseiro? () Sim () Nao
Qual (is)? Para que?
» Conhece alguma doenca que acomete os bovinos, e que pode afetar no processo
reprodutivo () Sim () Naéo

Leucose () Brucelose () Toxoplasmose ( ) Leptospirose ( ) Outras

» Presenga deratos () Sim ( ) Néo

» Que outros roedores domésticos e silvestres existem?
» Qual a importancia da?

» Usa a mesma agulha em varios animais?

» Usa a mesma luva obstétrica em varios animais?
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AVALlACAO DE UMA MICROIMUNODIFUSAO PARA O DIAGNOSTICO DA
LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA USANDO PROTOCOLO SIMPLES PARA
OBTENCAO DE ANTIGENO
Hamilton Pereira SANTOS?, Helder de Moraes PEREIRA?, Sergio Alves do
NASCIMENTO?, Daniela da Silva Pereira “Luciana Cavalcante de Arruda COUTINHO?,
Whaubtyfran Cabral TEIXEIRA?, Vanessa Evangelista de SOUSA®, Janaira de SA®, Roberto
Soares de CASTRO®

RESUMO

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) é uma enfermidade de bovinos adultos causada pelo
virus da LEB (VLEB,; Bovine leukemia virus). A maioria dos animais infectados néo
apresenta sinais clinicos, cerca de 30 a 70% desenvolvem linfocitose persistente apds os trés
anos de idade e apenas pequena propor¢do (0,1 a 10%) desenvolve linfossarcomas em varios
orgdos. Devido a alta proporcdo de animais infectados que ndo manifestam sinais clinicos, 0s
testes laboratoriais sdo importantes ferramentas auxiliares ao diagnostico da infeccdo pelo
VLEB. A imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) é o teste sorolégico mais usado e
recomendado para certificacdo internacional pela Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE) e pela Unido Européia. Visando aperfeicoar a IDGA empregada no Brasil para
diagnostico da LEB, este trabalho foi desenvolvido como objetivo de avaliar uma micro-
IDGA usando protocolo simples para obtencdo do antigeno comparativamente a uma macro-
IDGA. Foram utilizadas 450 amostras de soro bovino provenientes de 92 rebanhos dos 23
municipios que compdem a bacia leiteira do estado do Maranh&o. O antigeno usado na micro-
IDGA foi obtido por dialise frente ao polietilenogricol de sobrenadante de células FLK
infectadas pelo VLEB. Na micro-IDGA utilizou-se 10 pl de antigeno e soro controle positivo
e 30 pl do soro teste; na macro-IDGA 25 pl de todos os reagentes, produzidos pelo Instituto
Tecnoldgico do Parana (TECPAR). Dos soros comparados, 259 (57,56%) e 245 (54,44%)
apresentaram resultados positivos na micro-IDGA e macro-IDGA, respectivamente. Houve
Otima concordancia entre as duas técnicas (K=0,91), com sensibilidade e especificidade da
macro-IDGA em relacdo a micro-IDGA de 93,43% e 98,43%. A micro-IDGA apresentou
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linhas mais claras do que as observadas na macro-IDGA e a leitura pode ser feita 24 horas
antes da macro-IDGA. Conclui-se que a micro-IDGA pode substituir a macro-IDGA no
diagnostico soroldgico da LEB, com a vantagem de maior rapidez na emisséo dos resultados e

da obtencdo do antigeno com técnica simples.
Palavras Chaves: Bovinos, diagndstico, IDGA, Leucose enzodtica bovina.
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EVALUATION OF A MICROIMMUNODIFUSION ASSAY FOR THE DIAGNOSIS
OF ENZOOTIC BOVINE LEUKOSIS

ABSTRACT

The Enzootic Bovine Leukosis is a disease of adult cattle caused by Bovine
leukemia virus (BLV). Most infected animals do not present clinical signs, about 30 to 70%
develop persistent lymphocytosis after three years of age and only a small proportion (0.1 to
10%) lymphosarcomes affecting several organs. Due to the high proportion of infected
animals showing no clinical signs, laboratory tests are important aids to the diagnosis of
infections by BLV. The agar gel immunodiffusion test (AGID) is the serological test most
widely used and recommended for certification by the International Organization for Animal
Health (OIE) and the European Union. In order to refine the AGID used in Brazil for the
diagnosis of EBL, this work was developed to evaluate how a micro-AGID using simple
protocol for obtaining the antigen compared to a macro-AGID. A total of 450 serum samples
from 92 properties in 23 counties that make up the dairy herd of Maranh&do were used. The
antigen used in micro-AGID was obtained by dialysis of supernatant of FLK cells infected by
BLV against the polyethylenogricol. In micro-AGID 10 ul of antigen and positive serum
control was used and 30 pl of test serum, in the macro-AGID 25 pl of all reagents were used.
This produced by the Technological Institute of Parana (TECPAR). Of the sera compared,
259 (57.56%) and 245 (54.44%) showed positive results in micro-AGID and macro-AGID,
respectively. There was a very good agreement between both techniques (K = 0.91), with
sensitivity and specificity of the macro-AGID for micro-AGID of 93.43% and 98.43% with

an accuracy of 95.96%. Micro-AGID showed clearer lines than those observed in the macro-AGID and
reading can be made 24 hours before the macro-AGID. It is concluded that micro-AGID can be used
successfully in the serological diagnosis of EBL, with the advantage of greater speed in issuing the results and

obtaining the antigen with a simple technique.

Keywords: Leukosis, diagnosis, bovine, microimunodifusion, assay
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1. INTRODUCAO

A Leucose Enzoodtica Bovina (LEB) € uma enfermidade de bovinos adultos causada pelo
virus da LEB (VLEB; Bovine leukemia virus), isolado por Miller et al. (1969), que pertence
ao g@énero Deltaretrovirus da subfamilia Orthoretrovirinae, familia Retroviridae
(International Committee on Taxonomy of Viruses, 2009). A maioria dos animais infectados
pelo VLEB ndo apresenta sinais clinicos, cerca de 30% a 70% desenvolvem linfocitose
persistente apds trés anos de idade e apenas pequena proporc¢do (0,1% a 10%) desenvolve
linfossarcomas em varios 6rgdos, que levam a distarbios digestivos, inapeténcia, perda de
peso, fraqueza, debilidade geral e, as vezes, alteracBes neuroldgicas. Os linfonodos
superficiais apresentam-se aumentados (OIE, 2008). Além disso, ha relatos da possibilidade
do VLEB ser imunossupressor, podendo agir como fator predisponente a outras doencas,
(Fetrow e Ferre, 1982). Animais infectados sdo descartados mais cedo devido a outros
transtornos, tais como, infertilidade e perda na producéo de leite (Straub, 1984).

O VLEB pode ser transmitido principalmente por exposi¢éo direta a fluidos biol6gicos
contaminados com linfécitos infectados, particularmente sangue, leite, sémen, saliva, urina,
secrecdes nasal e traqueal (Johnson; Kaneene, 1992). A transmissao do virus ocorre de forma
principalmente horizontal, direta ou indireta, ou vertical, intra-uterina ou pela ingestao do leite
(Miller e Van Der Maaten, 1982).

Devido a alta proporcéo de animais infectados que ndo manifestam sinais clinicos, 0s
testes laboratoriais sdo importantes ferramentas auxiliares no diagndstico da infeccdo pelo
VLEB. Diante das dificuldades para isolamento e identificacdo viral, as técnicas soroldgicas
sdo as mais empregadas, destacadamente a imunodifusdo em agar gel (IDGA) e ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) (Altaner et al., 1982). A IDGA é o teste sorolégico mais usado,
pois apresenta boa aceitacdo pelo baixo custo, alta especificidade e praticidade de execucao,
porém tem sensibilidade inferior ao ELISA, e sua interpretacdo € relativamente subjetiva,
requerendo experiéncia do executor. O ELISA é um teste de custo mais elevado do que o
IDGA, porém a leitura é automatizada, &€ mais adequado para testes em larga escala e pode ser
usado com amostras de soro e leite. Ambos os teste sdo atualmente recomendados para
certificacdo internacional pela OIE (OIE, 2008) e pela Uni&o Europeia (Commission Decision
of 15 December 2009).

Em relacdo a IDGA, varios protocolos ja foram desenvolvidos, a partir da descrigdo
original de Miller e Van der Maaten (1976), usando-se 0s principais antigenos virais (p24 ou

gp51), obtidos a partir de células renais ovinas (FLK) persistentemente infectadas pelo VLEB,
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desenvolvidas por Van der Maaten et al. (1974). Diversos procedimentos s&o empregados na
obtencdo dos antigenos, como: dialise contra polietilenoglicol, (PEG), precipitacdo em sulfato
de amonia seguida de ultrafiltracdo e precipitacdo com PEG seguida de dialise e separacdo em
coluna de poliacrilamida (OIE, 2008). Ha também varias formulacdes de géis, formato,
tamanho e distancia entre os pocos do molde para perfuracéo do gel, bem como seu arranjo no
molde. Atualmente, o antigeno recomendado para diagnéstico da LEB é a gp 51 OIE (2008);
Unido Européia (Commission Decision of 15 December 2009). No Brasil, em praticamente
todos os estudos epidemioldgicos realizados foram empregados antigenos importados, pois s6
recentemente foi desenvolvido um kit empregando o antigeno gp51 preparado a partir de
sobrenadante de células renais de cordeiro (FLK) persistentemente infectadas, obtido por
precipitacdo com sulfato de amonia, ultrafiltracdo e ultracentrifugacdo (Dittrich, 2004),
produzido pelo Instituto Tecnoldgico do Parand (TECPAR). Com base na quantidade de
reagentes utilizados e no modelo do molde perfurador do gel e os volumes dos reagentes,
todos os teste até entdo desenvolvidos para a LEB referem-se & macro-IDGA®. Estudo
comparativo entre uma macro-IDGA e micro-IDGA para diagnéstico de Lentivirus de
Pequenos Ruminantes (LVPR) demosntou que a micro-IDGA é mais sensivel e apresenta
leitura das reagBes mais precoce com linhas mais nitidas (Arruda et al., 2006).

O presente trabalho foi desenvolvido como objetivo de avaliar uma micro-IDGA
usando protocolo simples para obtencdo do antigeno comparativamente a uma macro-IDGA

para ser utilizada no diagnéstico soroldgico da LEB.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Micro-IDGA
2.1.1. Producdo do Antigeno

O antigeno foi produzido a partir de sobrenadantes de cultivo de células de rim de feto
de cordeiro (FLK), cronicamente infectadas pelo VLEB (Van der Maaten et al., 1974),
multiplicadas em meio de crescimento (meio essencial minimo - MEM, acrescido de 10% de
soro fetal bovino - SFB) e incubadas em estufa a 37° C. Apos a confluéncia da monocamada o
meio de crescimento foi substituido pelo meio de manutencdo (MEM com 2% de SFB). A

partir do sétimo dia de incubacdo, colhia-se o sobrenadante de cada garrafa, que era

! para efeito deste artigo foi definido como macro-IDGA o teste realizado com 25pl ou mais do antigeno e do
soro controle positivo e como micro-IDGA aqguele realizado com 10 pl.
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submetida a nova passagem. Os sobrenadantes eram estocados a -20°C, até 0 momento dos
passos de purificacao.

Apdbs trés ciclos de congelamento e descongelamento dos sobrenadantes,
procedeu-se a centrifugacdo a 3.300g por 30 minutos e didlise do sobrenadadante em
membrana contra Polielenoglicol (PEG 8.000) a 40% em PBS (pH 7,6) a 4°C, durante 48 a 72
horas, até a concentracdo de aproximadamente 50-100 vezes, quando foi coletado o estocado
a -20°C. Apos descongelamento o antigeno foi testado frente aos kits TECPAR (Parana,
Brasil) e Behringwerke AG (Marburg, Alemanha), conforme os fabricantes, e mostrou linhas
de identidade com os soros padrdes de ambos os kits. O antigeno foi titulado de acordo com a
micro-IDGA (conforme o item 2.2) em dilui¢des duplas, frente ao soro padréo e usado como

duas unidades precipitantes® (UP), conforme preconizado pela OIE (2008).

2.1.2. Producéo do Soro Padrao

O soro padréo foi preparado a partir do soro de um bovino soropositivo para LEB,
cujo material foi cedido pela Clinica de Bovinos Campus de Garanhuns — UFRPE,
naturalmente infectado. O soro foi precipitacdo com acido caprilico seguida de fracionamento
com solugdo saturada de sulfato de aménia (Page e Thorpe 1998). Ap6s incubagdo e
centrifugagéo a 5.000g por 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso até 1/4 do volume inicial em PBS pH 7,6, e submetido a dialise por 48 horas, a
4°C (Bracht e Ishii-lwamoto, 2002). Em seguida o soro foi testado frente aos kits TECPAR
(Parand, Brasil) e Behringwerke AG (Marburg, Alemanha) e mostrou linhas de identidade
com os soros padrdes. Finalmente, o soro foi titulado na micro-IDGA (item 2.2), em dilui¢des

duplas, frente ao antigeno produzido para micro-IDGA e usado como duas UP.

2.2. Realizacdo da macro-IDGA e micro-IDGA

A macro-IDGA foi realizada conforme instrucdo do fabricante (TECPAR, Parana,
Brasil). A micro-IDGA foi realizada em placa de Petri descartaveis, de 90mm de diametro.
Cada placa continha 16 ml de agarose 1% (p/v) em solugdo tamp&o borato de sédio (108 mM,
pH 8,6). No momento dos testes o gel foi perfurado com molde em forma hexagonal, de
maneira a formar sete pocos, sendo um central, onde foi adicionado o0 Ag, e seis periféericos

equidistantes, onde foram adicionados, de forma alternada, o SP e 0s soros a serem testados.

2 Uma unidade precipitante corresponde & maior diluicdo que apresenta uma linha de identidade com o padréo
eqliidistante entre as bordas dos pocos.
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Os pocos destinados ao soro padrdo e o antigeno tinha 3 mm de didametros, com capacidade
para 10 pl de cada reagente, e os destinados aos soros a serem testados, 5mm (30pl), todos
equidistantes a 2mm. Terminada a adicdo dos reagentes, as placas foram incubadas em
camara Umida a temperatura em torno de 25°C e realizada leitura ap6s 24h e 48h de

incubacéo.

2.3. Comparacéao dos Testes

A micro-IDGA foi comparada com a macro-IDGA, por meio do indicador de
concordancia ajustada Kappa (k), sensibilidade e especificiadade através do programa de
estatistica (OpenEpi verséo 2.2.1/2008), calculados com base no teste de 450 amostras séricas
de bovinos leiteiros colhidas durante um inquérito soroepidemioldgico, envolvendo 92
propriedades, localizadas na bacia leiteira do estado do Maranh&o (Santos et al., 2010).

As leituras das reacdes dos testes de micro-IDGA e macro-IDGA foram feitas as 24 e
48 horas apos a realizagdo dos testes. Os soros foram considerados positivos quando ocorria a
formacdo de linha de precipitacdo entre o poco cetral (Ag) e o soro testado, apresentando
identidade com a linha formada entre o soro padrdo (SP) e o Ag. Os resultados das leituras
foram registrados da seguinte forma: negativo (-), fracamente positivo (+), positivo (++),
fortemente positivo (+++) e inespecifico. Durante as leituras foi comparada a nitidez das
linhas de precipitagéo dos testes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 450 soros testados, 259 (57,56%) e 245 (54,44%) apresentaram resultados
positivos na micro-IDGA e macro-IDGA, respectivamente. Quando comparados os resultados
observou-se Otima concordancia entre os dois testes (k = 0,91), com sensibilidade,
especificidade e acurécia de 93,43%, 98,43 e 95,56%, respectivamente (Tab 1).
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Tabela 1. Resultado dos testes de 450 amostras séricas de bovinos submetidas as técnicas de
macro-imunodifuséo (macro-IDGA) e micro-imunodifusdo (micro-IDGA) para pesquisa de

anticorpos contra o Virus da Leucose Enzodtica Bovina — VLEB

Micro-IDGA
Macro-IDGA __ _ Total
Positivo Negativo
Positivo 242 3 245
Negativo 17 188 205
Total 259 191 450

Sensibilidade = 93,43%, Especificidade = 98,43%, Acurécia do Diagndstico = 95,56%.

A validade de um teste diagnostico pode ser estimada com base em seus valores
intrinsecos (sensibilidade e especificidade), que sdo prdprios do teste e ndo sofrem influéncia
da prevaléncia e nem da enfermidade (Astudillo; Kantor 1981). Classicamente, a sensibilidade
é definida como o percentual de verdadeiros positivos identificados no teste e a especificidade
o dos verdadeiros negativos, quando comparados um teste consagrado como standard gold ou
outro de uso classico. Nesta primeira avaliacdo da micro-IDGA para diagnéstico da LEB foi
considerado como padrdo um teste ja desenvolvido e usado no pais, produzido pelo TECPAR,
que detecta anticorpos contra gp51 do VLEB. E sabido que a IDGA é um teste qualitativo,
onde pode-se avaliar as linhas formadas entre o antigeno e o soro teste de forma comparativa
as formadas com o soro controle positivo. As linhas observadas nos soros positivos na micro-
IDGA, porém negativos na macro-IDGA eram nitidas, ndo deixando duvidas quanto a
positividade.

Com relacdo as caracteristicas qualitativas de intensidade da linha de precipitacéo e
nitidez, observou-se que em 24 horas de incubacdo o controle positivo na técnica de micro-
IDGA apresentou linhas de precipitacdo mais nitidas quando comparadas com as da macro-
IDGA. Entretanto, ndo houve variacdo importante entre as técnicas quanto a intensidade das
linhas dos controles na leitura realizada apos 48 horas de incubacdo. Os soros de campo
submetidos & micro-IDGA reagiram nas 24 horas de incubagdo, mesmo aqueles com reacGes
fracamente positivas, enquanto que na macro-IDGA, estes soros reagiram mais tardiamente,
até 48 horas apds incubacao.

Considerando-se apenas os resultados positivos, quanto a intensidade das linhas de
precipitacdo para emissdo dos resultados na macro e micro-IDGA observa-se que das 204
amostras negativas na macro-IDGA, 16 passaram a positiva na micro-IDGA e que 48 dentre

as positivas na macro-IDGA melhoraram a intensidade das linhas na micro-IDGA. Por outro
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lado, uma amostra fracamente positiva na macro-IDGA passou a negativa na micro-IDGA e
duas amostras positivas na macro-IDGA tiveram linhas menos intensas na micro-IDGA (Tab
2). Assim, de modo geral verifica-se que a micro-IDGA além de detectar maior nimero de
animais positivos, apresenta melhor leitura das reacGes. Isto é importante, pois minimiza os
efeitos da subjetividade na leitura da IDGA, contribuindo para resultados mais consistentes.
Resultados semelhantes foram descritos por Winward et al. (1979) e Arruda et al. (2006),
trabalhando com a micro-IDGA para diagndstico de lentevirus de pequenos ruminantes -
LVPR (CAEV e Maedi-Visna).

Tabela 2. Distribuicdo dos resultados das leituras dos testes de 450 amostras séricas de
bovinos submetidas as tecnicas de macro-imunodifusdo (macro-IDGA) e micro-
imunodifusdo (micro-IDGA) para pesquisa de anticorpos contra o Virus da Leucose
Enzodtica Bovina — VLEB

Macro-IDGA N Micro-IDGA n
) 204 () 187
(+) 16

(++) 1

(+) 183 ) 1
(+) 134

(++) 44

(+++) 4

(++) 49 (+) 1
(++) 48

(+++) 14 (+) L
(+++) 13

(-) = negativo, (+) = fracamente positivo, (++) = positivo, (+++) = fortemente positivo.

A reacdo antigenos/anticorpo detectada pela IDGA é caracterizada pela precipitacédo e
formacdo de linhas visiveis no gel. Para se aprimorar a IDGA, muitas variaveis podem ser
estudadas, entre elas: concentracdo dos reagentes, constituintes do gel e da solugdo tampé&o
utilizados e o molde para perfurar o gel (formato, didmetro e distancia entre 0s pogos).
Dependendo da variagdo da concentragdo do antigeno e do anticorpo pode haver
deslocamento dessas linhas para mais proximo de um dos reagentes ou até inibicdo de sua
formagéo. Por isso foram feitas as titulagdes dos reagentes, ajustadas para 2 UP, conforme
preconizado pela OIE (2008). As precipitacOes dessas linhas podem ainda ser influenciada
pelas condigdes fisico-quimicas, como a concentracdo eletrolitica do gel, a solu¢do tampéo
empregada na sua preparacdo, o pH, a temperatura e a umidade. Em ambas as provas foram

utilizadas agarose de alto grau de pureza, permitindo melhor migragédo dos reagentes e melhor
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visualizagdo das linhas de precipitagdo. Na macro-IDGA o tampéo utilizado foi o PBS com
EDTA, pH 7,3; na micro-IDGA foi utilizado o tamp&o borato, que tem se mostrado 0 mais
adequado para os LVPR (Arruda et al., 2006).

Na micro-IDGA foi utilizado um molde de forma hexagonal com didmetros diferentes
dos pocos que permie 0 uso de diferentes volumes dos reagentes, ainda ndo empregado no
diagndstico da LEB. Nos pocos destinados ao antigeno e ao soro padrdo foram usados 10 ul e
nos destinados aos soros a serem testados 30 pl. Isto pode explicar as melhores linhas
observadas na micro-IDGA em relacdo as da macro-IDGA, bem como a maior capacidade de
deteccdo de animais positivos através da micro-IDGA, possivelmente aqueles de titulos de
anticorpos mais baixos, insuficientes para formar linhas perceptiveis na macro-IDGA.
Resultados semelhantes foram descritos por Winward et al. (1979) e Arruda et al. (2006)
trabalhando com a micro-IDGA para diagnostico LVPR. Recentemente, uma normativa da
Unido Européia (Commission Decision of 15 December 2009) sobre o diagndstico da LEB
preconiza que os reagentes sejam distribuidos em uma cavidade central em torno da qual se
ordenam seis cavidades periféricas dispostas em circulo: didametro da cavidade central de 4
mm (32 pl do antigeno) e diametro das cavidades periféricas de 6 mm (73 ul do soro padrao
ou teste). Possivelmente esta distribuicdo tenha a mesma finalidade deste estudo, porém na
normativa ndo é feita nenhuma mencéo a pesquisa desenvolvida com este fim.

Os principais antigenos do VLEB sdo a proteina p24 e a glicoproteina gp51. Esta é a
proteina do envelope que apresenta importantes funcbes bioldgicas por interagir mais
diretamente com o hospedeiro através de receptores celulares. Apds varios estudos chegou-se
a conclusdo que o antigeno mais recomendado para diagnéstico da LEB é a gp51, pois 0s
animais infectados desenvolvem mais precocemente anticorpos contra essa glicoproteina do
que contra a p24, que persistem por periodos mais longos do que os contra a p24 (Onuma et
al.,, 1975). As preparacbes de antigenos obtidas a partir das células FLK infectadas
persistentemente com o VLEB séo constituidas por vérias proteinas, principalmente p24 e
gp51, porém conforme sua titulacdo para uso diagnostico na IDGA sera capaz de detectar
anticorpos contra um e/ou outro antigeno (Miller e Van der Maaten, 1976). O antigeno
preparado para a micro-IDGA foi titulado frente a dois soros padrbes comerciais
conhecidamente reagentes para a gp51 em paralelo aos antigenos fornecidos pelos fabricantes
e apresentou uma Unica linha de perfeita identidade. Desta feita, a micro-IDGA ¢ considerada
como um teste que detecta anticorpos contra gp51, o que atende as exigéncias para
certificacdo de animais para transito internacional (OIE, 2008; Commission Decision of 15
December, 2009.
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4. CONCLUSAO
A micro-IDGA pode substituir a macro-IDGA no diagndstico soroldgico da Leucose

Enzootica Bovina, com maior sensibilidade e rapidez na emissao dos resultados.
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