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Exames soroepidemiolégicos sobre a leucose enzoética dos
bovinos no Estado do Para, Brasil

A sero-epidemiological survey on the bovine enzootic leukosis in Para
State, Brazil

*kk

Eva Molnar,* Laszl6 Molnar,* Mara Carvalho,** Emilia Socorro de Lima

Resumo

Foram realizados exames soroepidemioldgicos em trés rebanhos bovinos através das provas de ELISA indireto e
imunodifusao em gel de agar, utilizando-se o antigeno glicoprotéico (gp51) para examinar a proporgéo da infecgao dos
bezerros oriundos de vacas infectadas, o desaparecimento de anticorpos maternos e a possibilidade de erradicagéao da
doenca em condigdes extensivas. Utilizando a imunodifus&o, os anticorpos maternos desapareceram até quatro a cinco
meses de idade, e no ELISA foram encontrados bezerros soropositivos também com idade de seis meses. Nas condi-
¢oes desta regido (desmame aos seis a oito meses de idade), a proporgéo de soropositividade de bezerros oriundos de
maes soropositivas atingiu 20 a 33,3% dos animais na faixa de 11 a 15 meses de idade. Assim, utilizando o ELISA, que
é um teste mais sensivel que a imunodifusdo, parece ser possivel monitorar a erradicagio desta enfermidade em tais
condicdes. :

Palavras-chave: leucose enzodtica dos bovinos; ELISA indireto; imunodifusdo em gel de &gar; erradicag&o; anticorpos matemos.

Introducao

O linfossarcoma dos bovinos pode ser dividido de quatro
formas: bezerro (juvenil), timica, cutdnea e adulto
multicéntrica. As formas bezerro, timica e cutanea
sdo conhecidas

como leucoses esporadicas dos bovinos, néo existindo
dados que comprovem que as mesmas sejam enfermida-
des infecciosas (Klintevall et al., 1993). Somente a forma
adulta multicéntrica de linfossarcoma pode ser produzida
pelo Virus da Leucose dos Bovinos (VLB; Van der Maaten
& Miller, 1990), sendo essa enfermidade denominada de
Leucose Enzodtica dos Bovinos (LEB).

A LEB esta distribuida no mundo todo. O agente etiolégico
é um retrovirus que ocorre naturalmente nos bovinos, sen-
do sua presenga também demonstrada em ovinos,
bubalinos e capivaras (Burny et al., 1980 e 1985). Nos
bovinos os tumores desenvolvem-se muito raramente: se-
gundo Buehring et al. (1994), o VLB produz geralmente
uma infecgédo subclinica, e menos que 1% dos animais
infectados desenvolve linfoma de células apds alguns anos
de infecgdo. Outros pesquisadores pensam que a propor-
¢ao de animais com linfossarcoma é mais alta (Burny et
al., 1980 e 1985).

Em todas as espécies de animais sensiveis, a infecgdo
com VLB induz anticorpos contra proteinas do virus. Os
anticorpos induzidos pela glicoproteina do envelope (gp 51)
aparecem mais rapidamente (dentro de duas semanas ap6s
a infecgdo), alcangando um titulo muito alto que persiste
durante a vida do animal infectado (Bex et al., 1979). Es-
tes anticorpos influenciam na difusdo do virus, de certa
forma (Mészaros et al., 1986).

Embora a infecgdo germinativa ndo ocorra, a transmisséao
transplacentaria pode ocorrer. Segundo Mészaros et al.
(1986), isso s6 acontece excepcionalmente; outros esti-
mam que esse tipo de infecgao ocorra entre 13 € 18% dos
bezerros nascidos de vacas infectadas (Ferrer et al., 1976;
Piper et al., 1979). A situagdo, quanto a infecgéo através
do colostro ou leite, € muito semelhante: segundo Birgel
Junior et al. (1995), isso é pouco frequente; para Mészaros
et al. (1986), essa proporgéo pode ultrapassar os 10%.

Apds a descoberta de que a LEB é causada por um virus
(Miller, 1969), varios métodos foram elaborados para a de-
monstragao da infecgdo. Para este fim, tém sido utiliza-
dos, principalmente, os testes sorolégicos, entre eles a
imunofluorescéncia indireta, imunodifusao em gel de agar
(IDAG), fixagao do complemento, radioimunoensaio, virus-
neutralizagdo e ELISA. Varias pesquisas comparativas
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foram feitas a respeito da sensibilidade e aplicabilidade
desses diferentes métodos (Miller et al., 1981; Manz et
- al., 1981; Cokerell and Rovnak, 1988). Em geral, é possi-
vel verificar que nos Ultimos 15 anos a IDAG e o ELISA
tém sido usados mais amplamente para detectar a infec-
¢éo por VLB no mundo todo (Tekes, 1994).

Em um exame realizado anteriormente, avaliou-se a situa-
¢ao quanto a ocorréncia da LEB no Estado do Para e cons-
tatou-se que o ELISA foi muito mais sensivel que a prova de
IDAG. Entéo, os objetivos do presente trabalho foram forne-
cerinformagdes adicionais sobre a sensibilidade destas duas
provas e avaliar alguns detalhes da epidemiologia da LEB,
em condigdes extensivas na regido tropical imida.

Material e Métodos
Foram avaliadas amostras de sangue de dois rebanhos:

* Rebanho 1. Rebanho leiteiro, altamente infectado por VLB.
Os bezerros de 10 vacas positivas pelo ELISA e IDAG
foram examinados quatro vezes durante 20 meses em
ambas as provas.

* Rebanho 2. O rebanho Neloré contou com 166 vacas e
seus descendentes. Apds o primeiro exame, as vacas fo-
ram divididas em dois grupos: positivas e negativas; entre-
tanto, ambos os grupos foram examinados outras duas ve-
zes porambas as provas. De 29 vacas positivas no ELISA e
negativas na IDAG no primeiro exame, 14 permaneceram
no rebanho durante um a trés meses antes do parto, e as
mesmas foram testadas durante sete meses, mensalmen-
te. Também foram examinados soros de 44 animais (25
provindos de vacas positivas e 19 de vacas nao-infectadas)
quatro vezes até chegarem a idade de 15 meses.

Todas as amostras de soros foram examinadas por ELISA
indireto e IDAG. Para o diagnéstico através do método de
ELISA, foi utilizado Leukosis ELISA kit, fornecido pela
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Animal Production Unit, Joint FAO/IAEA Agriculture and
Biotechnology Laboratory, Agency Laboratéries Division,
Seiberdorf, Austria, que apresenta as seguintes caracte-
risticas: o antigeno empregado consiste na glicoproteina
(gp 51) do BLYV, derivado de cultura de células. Utilizou-se
um conjugado comercial constituido por IgG, monoclonal
de camundongo anti-bovina, conjugada com peroxidase de
raiz-forte (horseradish peroxidase, HRPO, Sigma). Foram
usados como controle soros forte e fracamente positivos e
negativos, oriundos de bovinos. Os soros para teste foram
diluidos a 1:50 e examinados em duplicata. Procedia-se &
repeticdo dos exames nos casos em que os valores indivi-
duais estivessem fora do valor de PP (por cento de
positividade), estabelecido como padrao. A leitura da den-
sidade ¢tica foi realizada no apareiho de “Immunoscan
BDSL” com medicdo do desenvolvimento de cor de
substrato a 450 nm. O software utilizado foi o EDI com o
valor 35 de cut-off.

A imunodifusao foi realizada segundo Tekes et al. (1984),
usando-se antigeno glicoprotéico (gp51) produzido pelo
laboratério BIOVETA.! Com esta metodologia, foram ana-
lisadas as amostras de soros, utilizando-se placas de Petri
de 9cm de diametro.

Resultados

Examinando o soro dos animais do Rebanho 1, verificou-
se que os bezerros entre dois e trés meses de idade apre-
sentaram 100% de anticorpos anti-VLB no ELISA e 60%
pela IDAG (Tabela 1). A proporgéo de soropositividade di-
minuiu para 40 e 10%, nas respectivas provas, até a idade
de 4 a 5 meses. Dos 10 aos 11 meses de idade foram
encontrados dois animais soropositivos no ELISA e ne-
nhum na IDAG, e nove meses mais tarde esta proporgéao
aumentou para trés e dois animais positivos, nas respecti-
vas provas.

Tabela 1: Resultados soroldgicos dos animais oriundos de vacas soropositivas do Rebanho 1

n® de Idade (meses)
ordem 2a3 4ab 10a 11 19a 20
ELISA IDAG ELISA IDAG ELISA IDAG ELISA IDAG
1. + - + - - - -
2. + + + - - - -
3. + + + + - + +
4. + + - - - - -
5. + - - - - - -
6. + + - + - + +
7. + + + - - + -
8. + - - - - - -
9. + - - - - - -
10. + + - - - - -
Total 10 6 4 2 0 3 2

' BIOVETA Komenského 212, 68323 Ivanovice na Hané, Republica Tcheca.
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No Rebanho 2, no primeiro exame, 60,8% das vacas mostra-
ram-se positivas (101/166) no ELISA, e 43,2% (72/166) na IDAG.
Vinte e nove animais apresentaram-se positivos somente pelo
ELISA, e dentro do grupo (n=166) nenhum animal manifestou-
se positivo somente na IDAG (Tabela 2). No segundo teste,
realizado seis meses apds o primeiro, todas as vacas positi-
vas no ELISA afirmaram-se novamente positivas, e somente
uma negativa tornou-se positiva. Outrossim, elevou-se o nu-
mero de animais sororreagentes na IDAG. No terceiro exame
nao se encontrou mais sororreagente no grupo negativo em
ambas as provas; entretanto, aumentou-se consideravelmente
o numero de sororreagentes na IDAG (Tabela 2).

Os resultados dos exames realizados com as amostras de 14
vacas que estavam no Ultimo estagio de prenhez, por ocasiéo do

Tabela 2: Exames sorolégicos das vacas do Rebanho 2

primeiro teste, sdo demonstrados na Tabela 3. Um
animal (n® 1) apresentou sorologia falso-negativa na

- IDAG trés meses antes do parto, sendo que o0 mesmo

tornou-se fracamente positivo um més mais tarde e
por ocasiao do terceiro exame mostrou-se outra vez
negativo. Quatro vacas (n* 2, 3, 4 e 5) foram falso-
negativas na IDAG dois meses antes do parto, e nove
vacas ( n* 6 a 14) foram falso-negativas nesta prova
um més antes do parto. No dia do parto, todas as
vacas foram positivas no ELISA e negativas na IDAG.
Um més apds o parto, cinco animais (n®=1, 2,4, 7 e 8)
continuaram negativos. O ELISA demonstrou
positividade em todos os casos, exceto o animal n®
12, que se apresentou falso-negativo em ambas as
provas, trés meses apas o parto.

Data do exame Numero de Numero de animais Numero de animais positivos
animais negativos em ambas as
examinados provas
) Somente Somente ELISA IDAG
ELISA IDAG total total
05/03/97 166 65 29 0 101 72
10/09/97 166 64 21 0 102 81
03/02/98 165 64 12 0 101 89
Tabela 3: Resultados soroldgicos de vacas do Rebanho 2 positivas pelo ELISA e negativas pela IDAG
N¢ de animal Prova Antes do parto Parto Apds o parto
3%més  22més 12 més 12 més 22 més 32 més 42 més
1 ELISA + + + + + + + o*
IDAG - + - - - + + 0
2 ELISA 0 + + + + + + +
IDAG 0 - - - - + + +
3 ELISA 0 + + + + 0 + +
IDAG 0 - - - + 0 + +
4 ELISA 0 + + + + 0 + +
IDAG 0 - - - - 0 + +
5 ELISA 0 + + + + + + +
IDAG 0 - - - + + + +
6 ELISA 0 + + + + + + +
IDAG 0 + - - + + + +
7 ELISA 0 0 + + + + 0 +
IDAG 0 0 - - - + 0 +
8 ELISA 0 0 + + + 0 + +
IDAG 0 0 - - - 0 + +
9 ELISA 0 0 + + + + + +
IDAG 0 0 - - + + + +
10 ELISA 0 0 + + + + + +
IDAG 0 0 - - + + + +
11 ELISA 0 0 + + + 0 + +
IDAG 0 0 - - + 0 + +
12 ELISA 0 0 + + 0 + - +
IDAG 0 0 - - 0 - - +
13 ELISA 0 0 + + + + + +
IDAG 0 0 - - + + + +
14 ELISA 0 0 + + + 0 + +
IDAG 0 0 - - + 0 + +

*O exame nao foi feito.
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Na Tabela 4 sado evidenciados os resultados efetuados com
soro de bezerros de até 15 meses de idade. Entre dois e
quatro meses de idade, 96% (24/25) e 32% (8/25) dos
bezerros oriundos de vacas infectadas possuiam anticorpos
em quantidade suficiente para serem positivos no ELISA e
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na IDAG, respectivamente. Dos 13 aos 15 meses de ida-
de, 33,3% (8/24) dos animais descendentes de vacas
sororreagentes foram positivos no ELISA, e um dos bezer-
ros nascido de uma vaca soronegativa também tornou-se
soropositivo aos 15 meses de idade.

Tabela 4: Resultados sorolégicos dos bezerros do Rebanho 3que nasceram entre 11/10/96 e 31/12/96

Data do * Idade dos Nascidos de vacas infectadas Nascidos de vacas soronegativas
exame bezerros positivos positivos
Examinados ELISA IDAG Examinados ELISA IDAG
06/03/97 - 2-4 meses 25 24 8 19 0 0
12/05/97 5-6 meses 25 8 1 19 0 0
09/10/97 10-12 meses 25 7 2 19 0 0
23/01/98 13-15 meses 24 8 4 19 1 0
Discussao Conforme os resultados apresentados, foi demonstrado

Esta bem estabelecido que o VLB pode ser transferido ver-
tical e horizontalmente. Em termos tedricos, as vias verti-
cais sao: germinativa, intra-uterina, durante o parto e atra-
vés da ingestao do colostro e/ou leite. A infecgéo germinativa
nao ocorre (Mészaros et al. 1986). Sobre a possibilidade da
transmissao transplacentaria, as opinides sao bastantes di-
vergentes. Segundo Ferrer et al. (1976), Piperetal. (1979) e
Birgel Junior et al. (1995), este tipo de transmisséo ocorre
em cerca de 13 a 18% dos bezerros. Mészaros et al. (1986),
examinando cerca de mil amostras de soro pré-colostral de
bezerros oriundos de vacas sororreagentes na IDAG, nao
encontraram qualquer amostra positiva. Baseados nestes
exames, os pesquisadores ndo excluiram a possibilidade
dainfecgdo intra-uterina; entretanto, pressupdem que esse
tipo de transmissao raramente ocorra. Cordeiro et al. (1994),
ao examinar seis animais, filhas de vacas soropositivas,
durante um ano, confirmaram que todas foram negativas
nos exames e concluiram que a possibilidade de transmis-
sao intra-uterina ou durante a fase de aleitamento n&o exis-
te ou ocorre sé excepcionalmente.

Atransmissao do VLB através da ingestao de leite foi reporta-
da por varios pesquisadores (Romero et al., 1983; Modena et
al., 1984; Mészaros et al., 1986); porém Cordeiro et al. (1994)
discordam dessa possibilidade. Devido a possibilidade de trans-
missao colostral, Modena et al. (1984) recomendaram a nao-
utilizagé@o de leite ou colostro de animais reagentes a IDAG.
Oliveira et al. (1994) aconselharam evitar a ingestao de colostro
de soropositivos pelos recém-nascidos nas primeiras 48 ho-
ras. Mészaros et al. (1986), porém, recomendam o oposto: os
recém-nascidos podem receber colostro de maes soropositivas
somente nas primeiras 72 horas. Segundo os autores, 0o
colostro contém anticorpos contra o virus nos primeiros trés
dias em altas concentragdes, suficientes na maioria das ve-
zes para neutralizar ovirus.

claramente que os bezerros podem infectar-se através de
suas maes. No Rebanho 2, 33,3% (8/24) dos bezerros
nascidos de mées infectadas foram sororreagentes no
ELISA dos 13 aos 15 meses de idade (Tabela 4). A propor-
céo de soropositivos na IDAG foi justamente a metade.

Os exames realizados no Rebanho 1 demonstraram re-
sultados muito semelhantes aos citados anteriormente.
Embora seja impossivel afirmar que a infecgao de dois
animais aos 10 meses de idade (n*= 3 e 6) aconteceu atra-
vés de suas maes, isso provavelmente pode ser conside-
rado. No que se refere ao animal n 7, j& é mais dificil
declarar a possibilidade de infec¢éo desta maneira.

Os exames realizados neste trabalho ndo sao capazes de
diferenciar a transmiss&o transplacentaria daquela através do
leite. Teoricamente, esta diferenciagédo tem grande importan-
cia; entretanto, na pratica é quase indiferente se o bezerro
infectou-se no Utero ou alguns dias apds o nascimento (exceto
em alguns casos em que o bezerro nasce imunotolerante,
fato este que ainda nao estd bem estudado no caso de LEB).

As vias de infecgéo horizontal sdo bem estudadas. Entre-
tanto, vale ressaltar que, apds a divisdo dos animais em
positivos e negativos, foi encontrado somente um caso
positivo no segundo teste, embora a proporgdo de
sororreagentes fosse muito alta (60,8%) no primeiro exa-
me (Tabela 2). Com certeza, esse ultimo animal j& estava
infectado, somente n&o soroconvertido no momento do
primeiro exame. Os bezerros foram desmamados aos seis
meses de idade e agrupados juntamente com aqueles
nascidos de vacas soropositivas e nédo infectados. Apds
nove meses de coabita¢gdo, somente um animal tornou-se
soroconvertido dentre 19 animais. Estes dados demons-
tram que, embora a infecgao horizontal possa ocorrer, va-
rias vezes a via verdadeira é impossivel de se determinar;
entretanto, se 0 manejo e a tecnologia empregados sao
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adequados, e ndo houver contaminagéo através do san-
gue (agulhas, materiais cirargicos, tatuagens etc.), o virus
propaga-se lentamente (por contato direto, artrépodes).
Tekes (1989) demonstrou que a erradicagao da LEB é pos-
sivel, quando os animais infectados e nao-infectados sao
colocados em um mesmo estébulo, sendo que os dois
grupos devem ficar separados pelo menos dois a trés metros
de distancia um do outro.

Nos ultimos 15 anos, os testes de IDAG e ELISA s&o utiliza-
dos para o diagnéstico da LEB em massa. Sem duvida, tais
provas sao muito Uteis na avaliagdo epidemioldgica e no com-
bate contra esta doenga. Os primeiros programas de
erradicagdo foram baseados nos resultados da IDAG, e a
mesma é aceita também, atualmente, para fins comerciais
de exportagdo ou importagéo de animais. Entretanto, inime-
ras pesquisas demonstram que o teste ELISA é mais sensi-
vel que a IDAG (Behrens et al., 1979; Manz et al., 1981;
Bauer et al., 1984, Klintevall et al., 1993; Tekes et al., 1994;
Islas et al., 1995). Em uma pesquisa, Tekes (1994) demons-
trou que os animais estabulados podem dar resultado falso
negativo em até 26%. No mesmo trabalho péde-se afirmar,
também, que no momento do parto 25% das vacas infectadas
tornaram-se negativas na IDAG. Diminuiram ainda os titulos
séricos no ELISA; entretanto, esse decréscimo nunca foi tao
grande que a prova se tormasse negativa em diluigdo de rotina
(1:40). Com a sensibilidade do ELISA, pode-se explicar que
os animais infectados tornam-se positivos no ELISA mais
rapidamente (30 dias) que na IDAG (90 dias) (Islas et al.,
1995). Nossos resultados estdao de acordo com os citados.
Ao examinar nesta pesquisa cerca de 800 amostras de soro,
nunca existiram amostras positivas na IDAG e negativas na
ELISA; entretanto, o inverso sempre ocorreu (ver tabelas).

Os exames soroldgicos devem servir para monitorar a
erradicagéo desta enfermidade. Baseados na literatura bra-
sileira e em nossos exames realizados no Estado do Par4,
atualmente, esta situacao é critica e se nao for tomada

Abstract

alguma atitude para resolver tal problema, as condi¢des
tornar-se-ao mais agravantes, e talvez a erradicagéo da
LEB sejairresoluta. Por outro lado, é preciso salientar que
o ELISA pode auxiliar no monitoramento do processo de
erradicagdo, e os rebanhos altamente infectados podem
tornar-se livres do VLB em um curto espago de tempo,
como demonstrou o caso do Rebanho 2. Ainda assim, o
leite das vacas infectadas tem grande importéancia na di-
vulgagdo da infecgao (33,3% dos bezerros nascidos de
vacas soropositivas foram infectados dos 13 aos 15 me-
ses de idade), e o desmame precoce ou a alimentagéo
artificial poderiam dar bons resultados.

Sumarizando as mais importantes observagdes deste tra-
balho, é importante salientar:

* A IDAG é uma prova excelente, barata, pratica e especi-
fica para uma avaliagéo epidemioldgica. Ao se usar esta
prova, é importante destacar que a mesma nao é sufici-
entemente sensivel, em primeiro lugar no momento do,
parto e um a dois meses antes e apds o parto, fortale-
cendo os dados ja conhecidos (Bause et al., 1978; Bause
e Schmidt, 1980; Burridge et al., 1982).

* O ELISA é mais sensivel, e até agora nao foi demonstra-
do que ele produz reagdes falso-positivas. Nesses exa-
mes, a grande maioria dos animais positivos no ELISA e
negativos na IDAG tornou-se positiva também neste ulti-
mo dentro de um a dois meses.

A esta maior sensibilidade do ELISA pode ser atribuido o
fato de que, no segundo exame do Rebanho 2, houve uma
s6 vaca positiva (Tabela 2). Utilizando a prova da IDAG
para erradicagdo, foram necessarios de 3 a 10 exames
(Cordeiro et al., 1994; Mészaros et al., 1986).

Os bezerros nascidos de vacas infectadas podem adquirir o
VLB. Assim, ao utilizar o ELISA, aconselha-se comegar os
exames destes animais entre os sete e oito meses de idade.

A seroepidemiological survey was made in three bovine herds with indirect ELISA and agar-gel immunodiffusion test
using glycoprotein antigen (gp51) for determine the infection rate of calves originated of infectious cows, disappearence
of maternal antibodies and the possibilities of the eradication of the disease in extensive conditions. Using the
immunodiffusion test the maternal antibodies disappeared until 4 or 5 months of age but in ELISA could be demonstrated
seropositivity with 6 month of age in some calves. Under the conditions existing in this region (weaning at 6 or 8 months
of age), the rate of seropositivity in the growing stock originated of infected cows reaches 20 or 33,3% of animals till 11
or 15 months of age. It seems that the eradication of the disease is possible in these conditions using the ELISA that is
a test more sensitive than the immunodiffusion.

Keywords: bovine enzootic leukosis; indirect ELISA; agar-gel immunodiffusion; eradication; maternal antibodies.
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