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RESUMO

Amostras de sangue de vacas pertencentes a 20 rebanhos leiteiros
da regido de Santa Maria-RS foram coletadas em duas etapas, com inter-
valos medios de 90 dias, e testadas pela prova de imunodifusic em gel
de agar (IDGA) com antigeno glicoprotéico (gp 51) para a deteccio de
anticorpos contra o virus da leucose bovina (VLB). Cento e vinte e seis
amostras (27,2%) reagiram positivamente no primeiro teste, enquanto no
segundo foram identificadas 155 (34,7%) amostras positivas. Todos os
animais positivos no teste inicial que foram testados pela segunda vez
mantiveram a soropositividade. Trinta e dois animais (6,9%) sorocon-
verteram no periodo entre coletas e foram identificados como positivos
no segundo teste. Os resultados demonstraram que em programas de con-
trole da infeccdo pelo VLB se faz necessiria a realizacio de um segun-
do teste de IDGA dois ou trés meses apos o teste inicial.
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SUMMARY

Serum samples from 20 dairy herds of the Santa Maria region were
collected twice with a 90 days interval and tested with the agar gel
immunodiffusion technic against bovine leukosis virus. One hundred and
twenty six (27.2%) serum samples were positive at the first test and
in the second 155 (34.7%). A1l animals that were positive at firsttest
mantained the seropositivity. Thirty two cows (6.9%) that were sero-
negative at the first time had detectable antibody by AGID at the
second test. For control programs of BLV infection it is necessary to
use 'a second test of AGID two or three months as could be concluded in
this trial,

KEY WORDS: bovine leukosis, control, agar gel immunodiffusion test.

INTRODUCAO

A Leucose Enzootica Bovina (LEB) € uma enfermidade proliferativa
do tecido linforreticular dos bovinos, caracterizada por uma Tlinfoci-
tose persistente (LP) de carater benigno ou pelo desenvolvimento de tu-
mores nos linfonodos e em outros orgaocs. A sua forma tumoral, o lin-
fossarcoma dos bovinos adultos, € uma enfermidade altamente fatal e
constitui-se na principal neoplasia do gado leiteiro (SORENSEN, 21).

A etiologia dé}LEB tem sido atribuida a um agente viral (MILLER
et alii, 15) denominado de Virus da Leucose Bovina (VLB) provavelmente
associado a uma certa predisposicao genetica (MARSHAK et alii, 14).
Uma vez infectados, 0s bovinos permanecem portadores e sao fontes de
disseminacdo do virus provavelmente por toda a sua vida (VAN DER MAA-
TEN & MILLER, 23). A persistencia da infeccdo deve-se a habilidade do
VLB em incorporar o acido nucléico ao genoma dos linfocitos (STOCK &
FERRER, 22). A infeccdo pelo VLB € na maioria das vezes inaparente, pois
apenas em torno de 30% dos animais infectados desenvolvem a LP, enquan-
to a ocorrencia de linfossarcoma raramente excede a 5% dos animais
(FERRER, 7).

A transmissao do VLB ocorre principalmente de forma horizontal,
atraves do contato entre os animais (PIPER et alii, 18). Apenas em
tornb de 5 a 18% dos terneiros filhos de vacas positivas janascem por-
tadores do virus (VAN DER MAATEN et alii, 25). A maioria dos animais
adquire a infeccdo a pértir dos dois anos, quando por questoes de ma-
nejo passam a conviver com o rebanho adulto infectado (PIPER et alii,
18). A transmissdo do VLB ocorre principalmente através de sangue con-
taminado (EVERMANN et alii, 6). Essa transmissao pode ocorrer atraves
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de procedimentos propositais, como transfusdes e premunicdo (EVERMANN et
alii, 5; ROMERO & ROWE, 20), ou acidentais, através de agulhas ou instru-
mentos cirurgicos contaminados (EVERMANN et alii, 5), aplicadores de
brincos (LUCAS et alii, 12), descornadores (DIGIACOMO et alii, 4) e de
Tuvas sujas de sangue na palpagdo retal (HOPKINS et alii, 10). A trans-
missdo atraves de insetos hematofagos temsido considerada importante em
regides onde ha uma alta infestacdo desses insetos (BECH-NIELSEN et alii,
1; BUXTON et alii, 3). Virtualmente, todos os bovinos infectados res-
pondem imuno]égicamente ao VLB e a deteccdo dos anticorpos em animais
com idade superior aseis meses & considerada como evidencia da infe~cio
(FERRER, 7). Segundg ROBERTS et alii (19), os anticorpos podem ser de-
tectados no soro a partir da terceira ou quarta semana apos a infeccio.

A infeccao pelo VLB & distribuida mundialmente e tem sido também
identificada em varias regides do Brasil (ROMERO & ROWE, 20; KANTEK et
alii, 11; GOMES et alii, 9; FLORES et alii, 8). A difusdo relativamen-
te Tenta da infeccdo entre a populacio susceptivel e a existéncia de
teécnicas sorologicas eficazes na identificacdo dos animais ihfectados
sao fatores que favorecem e tornam viaveis programas de controle e er-
radicacao da infeccao (VAN DER MAATEN & MILLER, 24). A prova de imuno-
difusao em gel de Egar (IDGA) com o antigeno glicoprotéico (gp 51)
(MILLER & VAN DER MAATEN, 14) & a prova imunologica mais utilizada em
inquéritos soroldgicos e em programas de controle da infeccio em todo
0 mundo, tendo sido adotada como o teste oficial de diagnostico por or-
gaos sanitarios de varios paises (MILLER & VAN DER MAATEN, 17). Essa
prova, no entanto, pode apresentar falhas em detectar titulos baixos de
anticorpos, sobretudo em infeccdes recentes (FERRER, 7), mas também em
vacas nas proximidades do parto (BEIER et alii, 2). Por isso, em pro-
gramas de controle s3o necessarios dois ou tres testes,tom intervalos
nao inferiores a dois meses, para a identificacdo de praticamente a to-
talidade dos animais infectados (FERRER, 7). VAN DER MAATEN & MILLER
(24) relataram varias tentativas bem sucedidas de erradicacio da infec-
¢do de rebanhos mediante a realizacio de testes sorologicos periodi-
cos e a eliminacao ou segregacdo dos reagentes. WILLESMITH et alii (26)
relataram uma soroconversdo média de 5,8% em animais de um rebanho que
foram testados em intervalos de aproximadamente tres meses. Ji MAM-
MERICKX et alii (13) relataram a erradicacio da infeccao de rebanhos
com indices moderados de positividade atraves de dois testes seguidos
da eliminacdo dos positivos. Segundo EVERMANN et alii (6), além da
eliminacao dos reagentes identificados periodicamente, apenas animais de
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rebanhos soronegativos devem ser introduzidos no rebanho. Medidas que
minimizem a transmissdo através de sangue contaminado tambem sdo fun-
damentais para o controle da infeccao (EVERMANN et a]ii, 6).

0 objetivo do presente trabalho foi determinar a soroconversao
ocorrida nos intervalos considerados para avaliar aimportancia e a re-
percussaoc da realizacao de um segundo teste em programas de controle
da infeccao pelo VLB.

MATERIAL E METODOS

Amostras de sangue de vacas pertencentes a 20 propriedades lei-
teiras da regiao de Santa Maria-RS foram coletadas em duas oportunida-
des, com intervalos que variaram entre dois e quatro meses. Quatrocen-
tos e sessenta e tres amostras foram coletadas na primeira oportunida-
de e 446 coletadas na segunda etapa. Por ocasido da segunda coleta fo-
ram considerados somente os animais que ja haviam sido coletados na
primeira vez, excluindo-se os animais anexados aos rebanhos nos inter-
valos das coletas.-0 sangue foi obtido dos vasos caudais atraves de
agulhas acopladas a tubos de ensaio com vacuo contendo anticoagulante.
0 plasma foi obtido pela centrifugacao dos tubos a 1500 rpm por 10 mi-
nutos e conservado a uma temperatura de -18%C até ser processado. As
amostras de plasma foram submetidas a prova de imunodifusdo em gel de
agar (IDGA) para a deteccdo de anticorpos contra a glicoproteina maior
(gp 51) do envelope do VLB (MILLER & VAN DER MAATEN, .16), em técnica
descrita com algumas modificacBes por FLORES et alii (8). 0 antigeno
utilizado no experimento foi cedido pela EMBRAPA/CNPSA-Concordia/SC e
o soro controle positivo foi obtido de um animal identificado como
reagente ao VLB atraves de identidade de reacao da IDGA com um soro
controle positivo obtido da Republica Federal da Alemanha.

RESULTADOS

0s resultados dos testes de imunodifusdo em gel de agar (IDGA)
com antigeno glicoproteico (gp 51) realizados em duas oportunidades em
vacas pertencentes a propriedades leiteiras da regido de Santa Maria
- RS estao descritos na Tabela 1.

A segunda coleta de material para os exames sorologicos, reali-
zada em media 90 dias apos, revelou 32 (6,9%) reagentes a mais em re-
lacdo ao teste inicial. Em sete propriedades (A, B, D, G, J, K e P) ne-
nhum animal tornou-se soropositivo no intervalo das coletas em outras
sete propriedades (C, E, I, L, M, Ne0) apenas um animal soroconverteu
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TABELA 1 - Resultados dos testes de imunodifusio em gel de agar (IDGA)
realizados em duas etapas em vacas de 20 rebanhos leiteiros
da regiao de Santa Maria - RS.

12 coleta 22 coleta Soro- Intervalo
Rebanho NO de IDGA IDGA conversao entre as
animais positiva positiva ——— coletas
No NO NQ % (meses)
A 6 4 4 0 0,0 3
B 6 4 4 0 0,0 4
( 7 2 3 1 14,3 3
D 8 2 2 0 0,0 4
E 8 3 4 1 12,5 3
F 8 3 5 2 25,0 4
G 9 3 2* 0 0,0 3
H 12 3 5 2 16,7 4
I 12 8 9 1 8,3 4
J 13 4 4 0 0,0 4
K 14 3 3 0 0,0 4
L 16 2 3 1 6,3 3
M 17 2 3 1 5,9 4
N 21 2 3 1 4,8 3
0 24 7 8 1 4,2 2
P 28 5 5 0 0,0 3
Q 38 29 33%* 5 12,2 4
R 45 14 20%* 7 15,6 3
S 85 15 20 5 5,9 3
T .86 11 15 4 4,6 3
Total 463 126 155 32 6,9 -

*Um animal soropositivo morreu.
**Um animal soropositivo foi vendido.

em cada uma, nesse periodo. A propriedade que apresentou o maior per-
centual de soroconversao foi a F (25%), enquanto as propriedades R (7),
SeQ (5 eT (4) foram as que apresentaram o maior nimero de animais
que se tornaram positivos na segunda coleta. Todos os animais identi-
ficados como positivos no teste inicial mantiveram a positividade por
ocasido da segundo exame.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

0 segundo teste soroldgico, realizado em media 90 dias apos, re-
velou 32 (6,9%) reagentes a mais em relacdo ao teste inicial. Por outro
lado, todos os animais que foram positivos no primeiro teste e que fo-
ram coletados e testados pela segunda vez mantiveram a soropositivida-
de. A persistencia da infeccdo, caracterizada pela deteccdo dos
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anticorpos (FERRER, 7), & devida a habilidade do VLB em incorporar seu
RNA ao genoma dos linfocitos (STOCK & FERRER, 22).

0 acréscimo de soropositivos foi semelhante aos indices de 5,8%
relatados por WILLESMITH et alii (26) com intervalos semelhantes aos
do presente trabalho, aproximadamente de tres meses. Devido a baixa in-
fecciosidade do VLB, a sua difusao entre a populacao susceptivel e re-
lativamente lenta (VAN DER MAATEN & MILLER, 24) e depende muitas vezes
da intervengdo do homem. Essa intervencao ocorre atraves de procedimen-
tos que proporcionam, propositada ou acidentalmente a transferencia de
sangue contaminado entre animais. Por isso a velocidade de difusao da
infeccao parece estar diretamente relacionada a presenca e a interacao
desses meios iatrogénicos de transmissdo. A alta soroconversdo ob-
servada no rebanho Q (15,1%) pode ser explicada pela existéncia das
condicoes propicias para a difusdo do virus (alta lotacdo de animais,
presenca efetiva dos meios iatrogénicos de transmissao e o grande nu-
mero de animais infectados).

E provavel que muitos dos 32 animais que soroconverteram tenham
realmente adquirido a infeccdo no intervalo das coletas e sido entdo
detectados por ocasido do segundo teste. 0 tempo de aparecimento de an-
ticorpos detectaveis pela IDGA, de trés a quatro semanas apds a infec-
cao (ROBERTS et alii, 19), & compativel com essa hipotese. E possivel
tambem que alguns desses animais ja estivessem infectados por ocasido
da primeira coleta de material. Nesse caso nao teriam sido entdo de-
tectados por possuirem titulos baixos de anticorpos, nao detectaveis
pela IDGA. Esses titulos baixos podem ser encontrados em infeccoes re-
centes (FERRER, 7) e em vacas nas proximidades do parto (BEIERetalii,
2). A falha em detectar esses animais representa uma séria restricdo
da utilizacao ‘da imunodifusdo em gel de agar (IDGA) em programas de
controle da infeccdo pelo VLB. Mesmo que o numero de animais ja infec-
tados que nao sao detectados pela IDGA seja pequeno, a permanéncia dos
mesmos como supostamente negativos nos rebanhos representa um serio
risco aos demais animais e compromete o sucesso dos programas de con-
trole. Como o VLB & transmitido principalmente por contato (PIPER et
alii, 18), a pronta remocdo dos positivos constitui-se em medida fun-
damental para o controle da infeccdo nos rebanhos.

No presente trabalho nao foi possivel determinar quantos animais
realmente foram infectados no intervalo entre as coletas e quantos ja
eram portadores do virus e ndo foram detectados por ocasido do primei-
ro teste. Objetivamente deve-se observar que o segundo teste, realiza-
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do em média trés meses apds, revelou 6,9% a mais de reagentes. Isto
revela a importancia da realizacio de mais de um teste de IDGA em pro-
gramas de controle de infeccdo, conforme proposto por FERRER (7) e
MAMMERICKX et alii (13).

Portanto, se para inquéritos soroldgicos a realizacio de apenas
um teste de IDGA traz resultados satisfatorios, para o controle e er-
radicacao da infeccdo pelo VLB isto parece insuficiente devido aos pos-
sTveis falsos negativos. Para que a IDGA constitua-se em um metodo
eficaz @ necessario que se cubra as lacunas de sensibilidade do teste.
Isto parecer ser satisfatoriamente conséguido pela realizacio de umse-
gundo teste, dois a trés meses apos. Para o sucesso desses brogramas e
indispensavel também que os animais identificados como positivos sejam
imediatamente removidos do rebanho.
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