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RESUMO: Determinou-se a ocorréncia da infecgdo pelo virus da leucose enzodtica dos bovinos, utilizando
o teste ELISA indireto em rebanhos bovinos de diferentes ragas, ambos os sexos e com idade de trés a 12
anos, criados no Estado do Par4. As amostras de sangue foram coletadas em 31 rebanhos de 18 municipios
localizados nas seis mesorregioes do Estado. A ocorréncia de soropositividade foi igual a 70,81% (364/514).
Com excecdo de um, nos demais rebanhos foram encontrados animais reagentes e a ocorréncia de
soropositividade variou de 5% a 100%.

TERMOS PARA INDEXACAO: Virus da Leucose Enzoética dos Bovinos, ELISA Indireto, Ocorréncia,
Estado do Paré.

BOVINE LEUKEMIA VIRUS INFECTION
IN BOVINE HERDS OF PARA STATE, BRAZIL
ABSTRACT: The bovine leukosis virus infection in bovine herds of different breeds raised in Pard State was
determined by indirect ELISA. The samples of blood were collected in 31 herds of 18 municipal districts located

in six mesoregions of the Pari State. The occurrence of seropositivy was 70,81% (364/514). In all herds, but one,
there were seropositive animals and the occurrence of seropositivy ranged between 5% and 100%.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos indices de prevaléncia
variarem amplamente entre os continentes
e paises, o virus da leucose dos bovinos
(VLB) possui distribuicio mundial. Na
Nova Zelandia a prevaléncia encontrada foi
de 36% (Parrish et al., 1982), na Australia,
30% (Eaves et al., 1994), na Tanzania, 36%
(Schoepf et al., 1997), nos Estados Unidos
da América, 23% (Sargeant et al., 1997) e
no Chile, 35,9% (Villout et al., 1994).

A prevaléncia da leucose enzodtica
dos bovinos (LEB) mudou muito nos
ultimos 20 anos, em virtude disso, varios
paises da Europa deram inicio a programas
de erradicacdo. Os seguintes paises
conseguiram a erradicacgdo total da LEB ou
a ocorréncia minima de infec¢do, em 1976,
na Bélgica e Alemanha, em 1978 na Austria,
em 1979 na Holanda e em 1982 na Hungria.
O combate da LEB comec¢ou mais cedo na
Dinamarca (1959) a partir de exames para
linfocitose persistente, e esse pais passou a
utilizar, desde 1976, a imunodifusdao em gel
de agar (IDAG), para a deteccdo de
anticorpos contra o VLB (Tekes, 1994). Em
outros paises a situagao mostrou-se
diferente. Entre 1983 e 1991, na regido de
Wroclaw (Poldnia) a prevaléncia da
infeccdo variou de 7% a 27 % nos rebanhos,
individualmente. Em 1991, foi introduzido
o exame obrigatério de todos os animais € a
percentagem de soropositividade foi de
5,8 %; 3,6 %; 1,7 % e 1,6 % nos anos de
1992, 1993, 1994 e 1995, respectivamenté
(Otachel-Hawranek, 1997). Na provincia de
Buenos Aires, Argentina, entre 1979 e 1981,
cerca de 95,65 % dos rebanhos examinados
estavam livres da infeccdo, e em 1994 e
1995 descobriu-se que 68,5 % dos rebanhos
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leiteiros foram infectados em diferentes
niveis: em 49,4 % dos rebanhos encontrou-
se o nivel da infec¢do entre 1% e 15 %; em
17,8 %, entre 16% e 30 % e em 1,3 % dos
rebanhos a ocorréncia da doenca foi mais
que 30 % (Ghezzi et al., 1997).

No Brasil, em vdrios Estados foram
realizados levantamentos sorolégicos pela
prova de IDAG. Os resultados desses
exames foram sumariados por Birgel Junior
et al. (1995). Em Sio Paulo e Minas Gerais
a prevaléncia de anticorpos séricos contra
VLB variou entre 4,1% e 70,1% nos
animais, € 31,6% e 106% nos rebanhos
(Birgel et al., 1994; Leite et al., 1980; Santos
et al., 1985; Birgel Junior et al., 1995).

Ap6s a descoberta do VLB por Miller
et al.(1969), foram elaborados métodos de
diagndstico para a demonstracao de
anticorpos contra a LEB, dentre os quais se
destacam a imunofluorescéncia indireta,
imunodifusdo em gel de 4gar, fixacdo do
complemento, soroneutraliza¢io, radioimu-
noensaio, ensaio imunoenzimatico (ELISA)
e reagdo em cadeia de polimerase (PCR).
No entanto, nos ultimos 15 anos a IDAG e
o ELISA tém sido usados amplamente para
detectar anticorpos contra 0 VLB no mundo
inteiro (Tekes, 1994). Embora varios artigos
refiram ser o teste ELISA o mais sensivel
que a IDAG (Fechner et al., 1996), ambas
as provas sdo aceitas atualmente como
método padrdo, tanto na emissido de

-atestados sanitdrios como comerciais, quer

para fins de exportacdo e importacao de -
animais, aspectos forenses, para uso em
programas de erradicagdo desta enfermidade
(Hoff-Jorgensen, 1989; Johnson & Kaneene,
1992; Lucas, 1996).
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O objetivo do presente estudo € de
verificar a ocorréncia da infeccao pelo virus
da leucose enzodtica dos bovinos em animais
criados no Estado do Par4, utilizando o teste
ELISA indireto, inédito para o diagndstico
desta enfermidade no Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

A amostragem utilizada nesta pesquisa
foi obtida de 514 bovinos procedentes de
18 municipios, distribuidos nas seis
mesorregides que compdem o Estado do
Pard (Tabela 1). Os animais pertenciam as
seguintes racas: Jersey, Simental, Pardo
Sui¢o, Guzerd, Limousin, Holandesa

variedade branca, vermelha e preta,
Marchigiana, Gir, Nelore, Mesti¢o zebi e
um composto de ragas denominado de
Fénix, de diferentes idades e ambos os
sexos. Os animais eram destinados a
produc¢do de leite e carne e para a
reproducdo, criados em sistemas semi-
intensivo e extensivo, e de conformidade
com o manejo de cada regido. Do total, oito
rebanhos eram constituidos de animais
importados da Alemanha e Dinamarca em
dezembro de 1994.Além disso, todos os
animais utilizados no estudo foram
submetidos a inspe¢do clinica para verificar
a presenca de lesdes compativeis com a
forma tumoral da LEB.

Tabela 1 - Distribui¢do dos rebanhos estudados, de acordo com a mesorregido, microrregido

e municipios do Estado do Para, 2000.

. . = . Nimero de
Mesorregido Microrregido Municipio sk snhing

Metropolitana de Castanhal Castanhal 4
Belém Igarapé-Acu 2
Sta. Izabel do Para 2
Marajé Arari Ponta de Pedras 1
Sta. Cruz do Arari 1
Nordeste paraense Bragantina Capanema 2
Tomé Acu Tailindia 1
Sudeste paraense Paragominas Paragominas 2
Dom Eliseu 1
Rondon do Pard 2
Sao Félix do Xingid Bannach 1
Marabd Marabd 2
Redencido Rio Maria 1
Concei¢ao do Araguaia Conceigdo do Araguaia 1
Sudoeste paraense [taituba Itaituba 3
Altamira Altamira 2
Baixo Amazonas Monte Alegre Monte Alegre 1
Santarém Santarém 2
Total 6 13 18 31
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As amostras de sangue foram cole-
tadas através da pun¢do na veia jugular e
mantidas a temperatura ambiente até a
coagulacdo, para posterior separacao do
soro por centrifugacdo a 3 000 rpm, durante
10 minutos, sendo transferido, conservado
e armazenado a uma temperatura de —20°C
até o momento da realiza¢ido do exame.

Foi utilizado para o diagndstico
sorolégico o teste ELISA indireto “BLV
ELISA kit” preparado pela Animal
Production Unit, FAO/IAEA, Agriculture
and Biothecnology Laboratory, Agency’s
Laboratories Division, Seibersdorf, Austria,
sendo usado como antigeno a glicoproteina
gp51, soros controles negativo, fraco e
fortemente positivo. O conjugado foi
preparado a partir de anticorpo monoclonal
de camundongo anti IgG1 bovina, ligado a
uma enzima de raiz forte (Horseradish
peroxidase, HRPO). Como substrato foi
utilizado o peréxido de hidrogénio e como
cromégeno o TMB (SIGMA). A prova foi
executada de acordo com o recomendado
pela firma produtora do kit, sendo utilizadas
microplacas (NUNC) e a leitura foi
realizada em densidade 6ptica (DO) 450 nm
no espectrofotdmetro (BDSL, Immunoscan).
Os soros testados e os soros controles foram
diluidos a 1:26.

3 RESULTADOS

De 514 amostras de soro oriundas de
31 rebanhos distribuidos em 18 municipios
do Estado do Paré, 364 (70,81%) foram
positivas para a LEB. Com excecdo de um,
todos os outros rebanhos encontravam-se
infectados. Em sete dos 31 rebanhos, a
propor¢do da infeccdo foi de 100%, e em
apenas dois rebanhos a infeccao atingiu
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percentuais de soropositividade baixos
(rebanho 13, com 5% e rebanho 5, com
6,25%). Os resultados obtidos se encontram
sumariados na Tabela 2.

A maioria das amostras era de
procedéncia de vacas na faixa etdria de trés
a doze anos de idade e apenas 37 soros de
bovinos machos foram examinados. A
porcentagem de sororeagentes entre as
fémeas foi de 347/477 (71,9%), e machos,
21/37 (56,7%). Em virtude da pequena
quantidade de amostras de animais com
menos de trés anos de idade, ndo foi possivel
neste estudo relacionar o fator idade com a
ocorréncia da LEB, o mesmo com relagdo
as diferentes racas dos animais examinados.

4 DISCUSSAO

Apés a infeccdo, o VEB permanece no
organismo do bovino por toda a vida, estes
animais infectados produzem anticorpos
contra o virus, em quantidade demonstravel
sorologicamente entre trés a seis semanas
apos a exposicao ao germe, havendo, assim,
diferencas nas provas sorolégicas quanto a
sensibilidade e especificidade ao VLB
(Johnson & Kaneene, 1992; Tekes, 1994;
Hubner et al., 1996). O resultado da infecgio
pode variar amplamente em fung¢do da falta
por vdrios anos de sinais clinicos ou com a
morte devido ao linfossarcoma (Johnson &
Keneene, 1992).

Para avaliar os resultados obtidos nas
provas sorolégicas, comumente sdo usados
0s termos: positivo, suspeito e negativo para
identificar os animais reativos, duvidosos
e ndo reativos, respectivamente. Uma reacao
sorolégica pode ser forte ou fraca e a
intensidade da reacdo € expressa como titulo
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da amostra examinada (Burgess, 1994). Isso
¢ valido especialmente no caso dos testes
de ELISA indireto que podem ser
configurados de vdrias maneiras para
alcangar diferentes niveis de sensibilidade
e especificidade (Burgess, 1994; Nielsen et

al., 1995). Por essa razido, a determi-
na¢ao do valor discriminante € muito
importante, pois, aumentando este valor,
a especifigidade também aumenta,
porém diminui em sensibilidade (Nielsen
et al., 1995).

Tabela 2 - Resultados sumariados do teste de ELISA indireto em amostras de soro sangiifneos
de bovinos para a detec¢ido do VLB. Estado do Par4, 2000.

Municipios Nimero de rebanhos Nimero de amostras N Lz %
Castanhal 6* 7 7 100
i 10 9 90
8 20 4 20
9* 13 13 100
Igarapé-Acu 12* 37 - B
13% 20 1 5
Sta. Izabel do Para 27 22 20 90,9
28 16 13 81,2
Ponta de Pedras 22 13 12 92,3
Sta. Cruz do Arari 26 15 15 100
Capanema 4 16 13 81,2
5 16 1 6,2
Tailandia 31 20 16 80
Paragominas 20 25 17 68
21 25 19 76
Dom Eliseu 11 15 14 93,3
Rondon do Para 24 15 7 46,6
25 15 11 73,3
Bannach 3 18 17 94,4
Maraba 17 24 20 83,3
18 15 15 100
Rio Maria 23 16 15 93,7
Conceigao do Araguaia 10 15 15 100
Itaituba 14% 7 7 100
15% 10 9 90
16* 11 9 81,8
Altamira 1 15 8 53,3
2 15 10 66.6
Monte Alegre 19 16 16 100
Santarém 29 16 15 93,7
30 16 16 100
Amostras 31 514 364 70,81

Nota: Sinais convencionais utilizados:

* Rebanho composto de animais importados da Alemanha e Dinamarca.
- Dado numérico igual a zero nao resultante de arredondamento.
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Molnéar et al. (1999) examinando
amostras de soro sangiiineo de bovinos
criados no Estado do Pard, a prevaléncia
encontrada da infecc¢do pelo VLB foi de
49,8% no ELISA indireto e 26% na IDAG.
Na presente pesquisa, a percentagem da
infeccdo foi de 70,81%, constituindo-se o
nivel de soropositividade mais alto verificado
no pais. Dados semelhantes foram
constatados somente em um rebanho, em
Minas Gerais, com 70,1% (Leite et al., 1980).

As diferengas de prevaléncia encon-
tradas nos diversos Estados brasileiros
podem ser explicadas pelos diferentes tipos
de manejo e tecnologias empregadas (Birgel
Janior et al., 1995). Existem vdrias vias para
a difusio do VLB, entretanto, acredita-se
que no Brasil a pratica de pré-imunizagao
contra hemoparasitas (Anaplasma sp e
Babesia sp) tem se revelado a mais
importante forma de disseminacdo da
infecgdo, fato ja demonstrado no inicio da
década de 80 (Romero et al., 1982; Birgel,
1982). Posteriormente, isto foi verificado
por Flores et al., (1992), que, de 47 animais
destinados a doacdo de sangue, encontraram
21 (48,9%) bovinos soropositivos e
Beutemmiiller et al. (1996) verificaram que
94,8% (17/18) dos bovinos de leite
manifestaram-se positivos em Londrina, no
Estado do Parana.

Oito rebanhos examinados nesta
pesquisa eram proced'enteé da Alemanha e
Dinamarca, e na Tabela 2 verifica-se que 0s
animais procedentes de trés rebanhos
encontravam-se 100% infectados, € em
outros trés encontraram-se 81,8% a 90% de
animais soropositivos. No rebanho 12 nao
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se encontrou animal soropositivo, apesar da
maioria das amostras examinadas tenha sido
proveniente deste rebanho.

Com relagdo a presenga de sinais
clinicos da LEB, praticamente nio se dispde
de comentdrios sobre 0os mesmos, pois,
visitando as 31 fazendas, nio foram
encontrados animais com sintomas caracte-
risticos que poderiam ser atribuidos a forma
tumoral da LEB. Apesar da alta ocorréncia
da infeccdo pelo VLB (70,81%), todos os
proprietdrios consultados sobre esta
enfermidade, bem como quanto a forma
tumoral, foram unanimes em afirmar total
desconhecimento sobre a questo.

Nio foram tratados, detalhadamente,
os resultados de acordo com a sensibilidade
de racas e a ocorréncia da soropositividade
segundo as faixas etdrias dos animais. Em
conformidade com a maioria dos dados
apresentados na literatura consultada,
praticamente, ndo existe diferenca
importante, concernente a sensibilidade,

entre as racas estudadas.

5 CONCLUSAO

a) ELISA indireto comprovou ser uma
prova sensivel e apta para diagndstico da
LEB em massa.

b) A infec¢do pelo VLB estd bastante
difundida nos rebanhos bovinos criados
no Estado do Para.

¢) Apesar do alto indice de infec¢do pelo
VLB encontrado nos rebanhos estu-
dados, nio foi observada a forma
tumoral da LEB.
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