UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinéria

Programa de Pds-graduacdo em Saude Animal

PREVALENCIA E FATORES DE RISCO DA
INFECCAO PELO VIRUS DA LEUCEMIA BOVINA NO
DISTRITO FEDERAL, BRASIL

PABLO ANIBAL PEREIRA MARSIAJ

DISSERTACAO DE MESTRADO
EM SAUDE ANIMAL

BRASILIA/DF
MARGCO0/2019



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria

Programa de Pds-graduacdo em Saude Animal

PREVALENCIA E FATORES DE RISCO DA

INFECCAO PELO VIRUS DA LEUCEMIA BOVINA NO

DISTRITO FEDERAL, BRASIL

PABLO ANIBAL PEREIRA MARSIAJ

ORIENTADOR: PROF. DR. JOSE RENATO JUNQUEIRA BORGES
PUBLICACAO N° 158/2019

DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE ANIMAL
AREA DE CONCENTRACAO: MEDICINA PREVENTIVA E PATOLOGIA
VETERINARIA
LINHA DE PESQUISA: EPIDEMIOLOGIA, PREVENGCAO E CONTROLE DE
DOENCAS DOS ANIMAIS E GESTAO DOS RISCOS PARA A SAUDE PUBLICA

BRASILIA/DF
MARGCO0/2019



UNIVERSIDADE DE BRASILIA

PREVALENCIA E FATORES DE RISCO DA
INFECCAO PELO ViRUS DA LEUCEMIA BOVINA NO
DISTRITO FEDERAL, BRASIL.

PABLO ANIBAL PEREIRA MARSIAJ

DISSERTACAO DE MESTRADO SUBMETIDA AO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE
ANIMAL COMO PARTE DOS REQUISITOS
NECESSARIOS A OBTENCAO DO GRAU DE

MESTRE EM SAUDE ANIMAL.
APROVADA POR: 7 -
B s 4
JOSE RENATO JUNQUEIRA BORGES, Prof. Dr. (UnB)
(ORIENTADOR)

/ _
',f/ ' L g/‘/L/—\
VITOR SALVADOR PICAO GONCALVES, Prof. Dr. (UnB)
(EXAMINADOR INTERNO)

N z Q \
AN - ‘ A\ \ -

— ~ -2 )

JENNER KAR}‘\KSSON PIMENTA DOS REIS, Prof. Dr. (UFMG)
(EXAMINADOR EXTERNO)

BRASILIA/DF, 14 DE MARCO DE 2019.



REFERENCIA BIBLIOGRAFICA E CATALOGACAO

MARSIAJ, P. A. P. Prevaléncia e fatores de risco da infecgdo pelo virus da leucemia bovina
no Distrito Federal, Brasil. Brasilia: Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria,
Universidade de Brasilia, 2019, 72 p. Dissertacao de Mestrado.

Documento formal autorizando reproducdo desta dissertacdo de
Mestrado para empréstimo ou comercializacéo, exclusivamente
para fins académicos, foi passado pelo autor a Universidade de
Brasilia e acha-se arquivado na Secretaria do Programa. O autor
reserva para si 0s outros direitos autorais, de publicacéo.
Nenhuma parte desta dissertacdio de mestrado pode ser
reproduzida sem a autorizagéo por escrito do autor. Citagdes sdo
estimuladas, desde que citada a fonte.

Ficha catalografica elaborada automaticamente,
com os dados fornecidos pelo(a) autor({a)

MM3IT2p Prevalén

a a
cia at risco da infecgdo pelo wvirus da
lewcemia bovina no Distrito Federal, Brasil Fablo
Anibal Pereira Maraiazj; crientador José Renato Jungueira
Eorges. Brasilia, 201%.
T3
Dissertacdo (Mestrado Mestradoe em Sadde Animal)

1. Leucose enzobtica bovima. 2. BL 3
aparente. 4. Fatores de risco. 5. Distrito Federal.
Eorges, José Renato Junqueira, orient. II. Titulo.




EPIGRAFE

“Todas as vitorias ocultam uma abdicagdo”
Simone de Beauvoir



DEDICATORIA

A Cibelle, Laura e Olivia, fonte eterna de amor e
razdo da minha busca por novos voos.

Vi



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. José Renato Junqueira Borges, orientador e pioneiro do curso de medicina
veterinaria da Unb pela devocéo as causas da buiatria nacional. Exemplo de profissionalismo,
sempre buscando prover informagdes sanitarias pertinentes a pecuéria da regido. Obrigado pela

oportunidade, confianca e pelas licdes desde os tempos de aluno de graduacao.

A colega e Proff Dr2 Ana Lourdes Arrais de Alencar Mota, pela atencio,
disponibilidade, paciéncia, ensinamentos, colaboracdo e empenho incansavel em busca do

melhor método estatistico para o estudo.

Ao Prof. Dr. Vitor Salvador Picdo Gongcalves, pela disponibilidade, apoio e

comentarios sempre pertinentes.

Aos demais colegas do Epiplan-FAV-UnB, Mariana, Marina, Catia, pela acolhida e

opiniGes sempre pertinentes.

Aos professores da FAV-UnB, Fabiano Sant’ Ana e Simone Perecmanis, pelo apoio e

incentivo.

A equipe do Retrolab da UFMG, principalmente ao Prof. Dr. Jenner K P. dos Reis,
Claudia Fideles e Rebeca Camara, pelo apoio e horas de trabalho para viabilizar os resultados

dos testes diagnosticos para LEB.

A Secretaria de Estado de Agricultura, Abastecimento e Desenvolvimento Rural do
Distrito Federal (Seagri), por viabilizar a realizacdo do Estudo e pela flexibilizacdo dos horarios

de trabalho, permitindo sua conciliacdo com o cumprimento das atividades académicas.
Aos produtores rurais que participaram do estudo epidemioldgico,

Aos colegas e gestores do Servico Veterinario Oficial da Seagri, principalmente aos
amigos Geraldo Teixeira do Nascimento, Janaina Bitencourt Licurgo e Mariana de Fatima Gois

pelo apoio e inlmeras conversas esclarecedoras nos momentos finais da dissertacao.

A minha esposa Cibelle e minhas filhas Laura e Olivia pelo apoio incondicional e pela

compreensdo nos momentos de auséncia.
A toda minha familia pelo apoio incondicional e pensamentos positivos.

Atodos que, de maneira direta ou indireta, contribuiram para a realizacdo deste trabalho.

vii



SUMARIO

CAPITULO |

LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS ...ttt iX
LISTA DE TABELAS. ...ttt sttt ebe bt eneanas X
LISTADE FIGURAS ...ttt ettt e et e et e e an e e e nnb e e e nnaee e e Xi
REFERENCIAL TEORICO ...t sesiess st s s sesas s s s s sessssssanen s 1
o] [T - USSR 1
DiIStribDUIGAO GEOGIATICA .....c.viviieiiieieiecee e 6
oY (00 =T T USSR 11
FATOrES A8 RISCO .....viviiiiiticiieieie et bbbttt bbbt b e e s e eneas 12
D IF: o [0 1 ol TSP 15
IMPOrtANCia ECONOIMICA ......cc.ciiiiieeie ettt raesre e reene e 17
Controle da Leucose ENzoOtica BOVING .........cccuviiiiiinieiisi s 18
(@] =301 I Y 1 TSRS 20
OBJIETIVO GERAL: ...ttt sttt sttt n s 20
OBJETIVOS ESPECTFICOS: ..ottt eeteses st tsnes s ssses s ssnen s 20
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t eeeeeeeeer e, 21

CAPITULO I

RESUMO ...ttt ettt ettt n et n sttt n et en e 31
ABSTRACT .ot e et ee e et e e et ee et 33
[N ERI0] 510 07:Y0 T 34
MATERIAL E METODOS ..ottt ettt sttt ene st 37
RESULTADOS. ...ttt e e ee et s e eee s ee s s eene et es s eee e een s e, 43
DISCUSSAOD ...ttt sttt sttt sttt n et n et 50
(010 N[ I U 1@ ] =5 55
REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS. ...ttt 56

viii



CODEPLAN
DF

DNA

ELISA

EMATER
FAV
IBGE
IDGA
INDV
IgM
IL-2
LEB
LP
LTR
Mapa
OIE
PBMC
PCR
RNA
Seagri

UF
unB
BLV
Y2

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Companhia de Planejamento do Distrito Federal
Distrito Federal
Acido desoxirribonucléico

Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (Enzyme-Linked Immunonosorbent
Assay)
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Distrito Federal

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Imunodifusio em Gel de Agar

indice de area foliar e biomassa

Imunoglobulina M

Interleucina 2

Leucose enzodtica bovina

Linfocitose persistente

Long Terminal Repeats

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Organizacdo Mundial de Saude Animal

células mononucleares de sangue periférico

reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)
Acido ribonucleico

Secretaria de Estado da Agricultura, Abastecimento e Desenvolvimento

Rural do Distrito Federal

Unidade Federativa

Universidade de Brasilia

virus da leucemia bovina (Bovine Leukemia Virus)
Teste do Qui-Quadrado



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados censitarios da populag¢ao bovina do Distrito Federal, por tamanho

de rebanho, 2015.

Tabela 2. Prevaléncia aparente de rebanhos infectados pelo BLV no Distrito
Federal, por tamanho de rebanho.

Tabela 3. Prevaléncia da infecgdo pelo BLV em fémeas com 24 meses ou mais de

idade no Distrito Federal, por tamanho de rebanho.

Tabela 4. Estimativa do niumero de rebanhos infectados pelo BLV no Distrito
Federal.

Tabela 5. Analise univariada indicando variaveis com valor de p < 0,20, testadas

para associagdo com rebanhos positivos para o BLV.

Tabela 6. Modelo de regressao logistica no formato design-based.

Tabela 7. Descricdo das propriedades (leite ou mistas) de tipologia leiteira no
Distrito Federal.

Pagina

43

44

45

46

48

49

49



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdes esquematicas da estrutura do genoma e particula viral
do BLV.

Figura 2. Distribuicdo mundial da leucose enzoo6tica bovina no segundo semestre
de 2017 e no primeiro semestre de 2018.

Figura 3. Métodos diagndsticos aplicaveis durante os varios estagios da infeccao
pelo BLV

Figura 4. Boxplot da idade dos animais, conforme resultado no teste diagnostico

para LEB, por subpopulacéo no Distrito Federal.

Figura 5. Mapa da distribui¢do espacial dos rebanhos amostrados e positivos

para Leucose Enzodtica Bovina no Distrito Federal.

Pagina

17

44

46

Xi



CAPITULO |

REFERENCIAL TEORICO

Etiologia

A leucose enzootica bovina (LEB), é uma doenca infectocontagiosa linfoproliferativa
causada pelo virus da leucemia bovina (BLV), um retrovirus oncogénico que acomete
principalmente rebanhos bovinos (OTT et al, 2003.; BARROS FILHO et al., 2009.; KASSAR,
2018.).

Acredita-se que o BLV teve origem na Europa, provavelmente na regido da Pruassia
Oriental, sendo eventualmente disseminado para a regido oeste. Existem relatos que apos a
segunda guerra mundial a LEB ja estava em quase todos os paises da Europa Oriental. O BLV
foi introduzido nos Estados Unidos no século XI1X a partir de bovinos importados da regido
Baltica, sendo gradualmente disseminado para os rebanhos canadenses. A disseminacdo da
LEB por todos os continentes ocorreu no pos-guerra a partir da importacdo de bovinos oriundos
destes paises (LEUZZI JUNIOR, 2001).

A ocorréncia de sinais clinicos em bovinos associado a leucose enzodtica bovina
(LEB) foi relatada pela primeira vez por Leisering, que em 1871 descreveu a presenca de
nodulos amarelados no baco aumentado de uma vaca na Alemanha (LEISERING, 1871). Em
1874 foi descrita por Bollinger como uma doenca clinica bem caracterizada em bovinos, e em
1876, os primeiros casos onde havia malignidade linfocitica em bovinos foram descritos
(BOLLINGER, 1874; SIEDAMGROTZKY et al, 1876; RODRIGUEZ et al., 2011). Em 1969,
0 virus da leucemia bovina (BLV), foi isolado em cultura (MILLER et al., 1969; RODRIGUEZ
etal., 2011).

No Brasil, as primeiras evidéncias da doenca foram descritas por Rangel & Machado
em 1943, sendo relatada a presenca de linfossarcomas em bovinos na regido de Minas Gerais.
Entretanto, a Leucose enzodtica bovina foi somente diagnosticada e relatada no pais em 1959
por Merckt et al. (1959) no Rio Grande do Sul e por Santos et al. (1959) no Rio de Janeiro
(RANGEL & MACHADO, 1943; SANTOS et al., 1959; MERKT et al., 1959).

E uma doenca de evolucéo cronica, amplamente distribuida por todos os continentes,
gue ocasiona consideraveis perdas econdmicas diretas e indiretas e impacto negativo nos

indices zootécnicos dos rebanhos acometidos (FLORES, 2007). A patogenicidade da LEB



depende de fatores imunoldgicos intrinsecos ao hospedeiro, sendo as manifestacbes clinicas
altamente varidvel entre os animais acometidos. A maioria dos individuos infectados ndo
apresenta sinais clinicos, e contém apenas 1% ou menos de células infectadas (CAMARGOS
et al., 2004). Entretanto, a doenca € negligenciada pela maioria dos produtores, ja que 30 a
70% dos animais infectados progidem para um quadro de linfocitose persistente, resultante do
aumento no numero de linfocitos B circulantes por periodos prolongados e apenas 0.1 — 10%
dos animais infectados, geralmente em animais acima de 3 anos de idade, desenvolvem tumores
(linfossarcoma de células do tipo B) (OIE, 2018a). Raramente os casos da doenca que
ocasionam tumores ultrapassam 5% dos animais acometidos e os casos de linfocitose
persistente (LP) geralmente representam 30% dos casos (FERRER, 1979). Portanto, a infec¢do
pelo BLV é comumente assintomatica e persistente (KETTMANN et al., 1994; SCHWARTZ
e LEVY, 1994).

O BLV é um retrovirus oncogénico linfotropico estruturalmente relacionado ao
Virus T-Linfotropico Humano (HTLV-I e I1) e ao virus linfotropico de células T dos simios 1,
2 e 3 (STLV -1, -2, -3), pertencente a ordem: Ortevirales, familia: Retroviridae, subfamilia:
Orthoretrovirinae, género: Deltaretrovirus, espécie: Bovine leukemia virus (POLAT et al.,
2017; ICTV, 2018; OIE, 2018a). O BLV é um virus RNA de formato esférico com diametro de
80-130 nm (nanémetros), possui estrutura em trés camadas, a mais externa, o envelope que é
derivado da membrana celular da célula hospedeira, composto por lipoglicoproteico onde
observam-se peplémeros (projecdes) de glicoproteinas. A camada intermediaria é formada pelo
capsideo icosaédrico de aproximadamente 60 nm que envolve a regido mais interna
denominada de complexo genoma-nucleoproteina onde esta localizado o genoma constituido
por duas moléculas de RNA de cadeia simples com polaridade positiva e as enzimas
transcriptase reversa e integrase (QUINN, et al., 2005; FENNER et al., 1993).

Os virus da familia Retroviridae possuem trés genes em comum em seu material
genético o “gag”, “pol” e “env” que sdo responsaveis pela codificagdo das proteinas do
capsideo, enzimas e das glicoproteinas do envelope respectivamente (FENNER et al.,1993;
BRAGA et al., 1998). O genoma do BLV consiste em milhares de nucleétidos incluindo
proteinas estruturais essenciais e genes responsaveis pela codificacdo enzimatica, além de uma
regido 3’ conhecida como “pX”, delimitado por dois terminais idénticos (LTRs) (Figura 1). A
regido “pX” codifica as proteinas reguladoras Tax e Rex, e as proteinas acessorias R3 e G4. A
regido das proteinas reguladoras é extremamente importante no ciclo de replicagéo do virus no

interior da célula do hospedeiro ja que atuam na transcricdo do genoma proviral, na



transformacéo da leucomogénese induzida pelo BLV e na exportacdo nuclear do RNA viral
para o citoplasma (SAGATA et al., 1984; POLAT et al., 2017). A proteina Tax também
desenvolve importante papel na ativacdo de genes celulares, atua na transcricdo de receptores
de citocinas (IL-2) e promove aumento da velocidade de transcrigao viral pela ativagédo do LTR.
As proteinas acessorias contribuem para a manutencéo de cargas virais (FLORINS et al., 2007).
O genoma do BLV também contém entre a regido env e pX os miRNAs (POLAT et al., 2017),
que sdo incomuns em virus RNA devido ao seu potencial de clivagem do RNA gendmico. Os
miRNAs do BLV s&o transcritos pela RNA polimerase 111 (KINCAID etal., 2012). Os miRNAs
virais sdo fortemente expressos em células pré-leucémicas e malignas, e possivelmente
desempenham um importante papel na progressao do tumor, nos efeitos sobre a carga proviral
e, consequentemente, na replicacdo viral no hospedeiro (GILLET et al., 2007; SAGATA et al.,
1984; POLAT et al., 2017).

O gene gag do BLYV ¢é traduzido como o precursor, Pr45 gag, e processado para gerar
trés proteinas maduras: a proteina da matriz, p15, que se liga ao RNA genémico viral e interage
com a bicamada lipidica da membrana viral; a proteina do capsideo, p24, que é o principal alvo
da resposta imune do hospedeiro, sendo observado altos titulos de anticorpos em animais
infectados; e a proteina do nucleocapsideo, p12, que se liga ao genoma empacotado do RNA
(Figural) (SAGATA et al., 1984; POLAT et al., 2017).

O envelope viral é formado por glicoproteinas (gp) que sao codificadas pelo gene env,
mais especificamente a proteina precursora de envelope (Pr72), sendo as principais a proteina
de superficie extracelular gp51 e a proteina transmembrana gp30. Sendo que a gp51 atua na
ligacdo e a gp30 € responsavel pela fusdo do virus com a célula alvo (FLORINS, et al., 2007;
POLAT etal., 2017).
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Figura 1. Representacdes esquematicas da estrutura do genoma e particula viral do BLV
(Fonte: POLAT, 2017).

Na fase de replicacéo viral, 0 RNA do retrovirus é convertido em DNA proviral
por meio da acao da transcriptase reversa. 1sso ocorre logo ap6s a infecgdo e em seguida 0 DNA
viral é integrado ao genoma da célula do hospedeiro. A integracdo no genoma do hospedeiro é
uma etapa crucial no ciclo do retrovirus o que permite uma infeccdo que pode perdurar por
toda a vida do animal. (MURAKAMI et al., 2011; RAJAO et al., 2008). O virus faz sua
replicacdo dentro do nucleo da célula hospedeira e pode levar até 10 horas para completar o
processo de formacdo de um novo virion. O BLV infecta preferencialmente linfdcitos B, mas
também é capaz de infectar células T, mondcitos e granuldcitos. (SCHWARTZ e LEVY, 1994;
MURPHY etal., 1999; AZEDO et al., 2011). Ao completar o ciclo de replicacéo, o virus recém-
criado € liberado das células infectadas pelo provirus, mantendo e amplificando a infeccéo,
disseminando-se em linfocitos B e células do sistema mononuclear fagocitario ndo acometidas.
O virus emprega as glicoproteinas de seu envelope (gp51, gp30) para aderir, invadir e fundir o
virus com a célula alvo para que expressem o receptor ligante do BLV (proteina de membrana)
(FLORINS, et al., 2007; POLAT et al., 2017).

No inicio da infeccdo o virus reconhece e se liga na célula alvo, liberando o seu
nucleocapsideo dentro do citoplasma da célula hospedeira. (RAVAZZOLO e COSTA, 2007),
ocorrendo entdo a transativagdo génica que é quando acontece a integracdo do genoma do BLV
no linfécito B, passando o provirus a controlar os processos de transcricdo de RNA gendmico
com a producdo de RNAm e traducéo de proteinas viras no citoplasma da célula do hospedeiro
(ZACHARY et al., 2016.). O virus é entdo liberado da superficie do linfdcito revestido



externamente pela membrana celular (LEUZZI JUNIOR et al. 2001; GILLET et al., 2007;
RAVAZZOLO e COSTA, 2007).

O BLV ¢ inativado quando em contato com solventes organicos e detergentes
lipidicos (alcool, éter, cloro, iodo e cloroférmio) (BRAGA et al., 1998; LEITE et al., 2001). O
BLV possui um genoma dipldide com duas fitas ndo complementares de RNA simples de
polaridade positivo (FENNER et al., 1993). O BLV néo ¢ excretado na sua forma livre para o
ambiente. Os linfocitos infectados podem sobreviver por tempo limitado no sangue ou no leite,
sdo sensiveis ao congelamento (KANNO et al., 2014), ndo resistem a exposicao a temperaturas
de 56°C durante 30 minutos, perdendo assim a capacidade de replicar e transmitir o BLV
(MURPHY etal., 1999). No entanto, em condicdes in vitro a4 °C, o BLV em células infectadas
sobreviveu no sangue contendo anticoagulante e anticorpos anti-BLV durante pelo menos duas
semanas e pelo menos quatro semanas no sangue sem anticorpos anti-BLV (ROBERTS et al.,
1981). Graves e Jones (1981) observaram que a jungdo de pB-propiolactona com a irradiacéo
UV reduziram drasticamente o potencial de replicacdo do BLV, sendo demonstrado pela falta
de expressao de p24 nas células inoculadas no experimento.

Kanno et al. (2014) demonstrou que um ciclo de congelamento e descongelamento
inativa o BLV presente no colostro. Tanto o leite de vacas infectadas, que foram submetidos a
pasteurizacdo a altas temperaturas por curto tempo, quanto o BLV derivado de cultura celular
que foi aquecido a 60 °C por mais de 1 minuto, néo tiveram capacidade de infectar ovelhas e
as células susceptiveis, respectivamente (BAUMGARTENER et al., 1976).

Varios estudos foram realizados na tentativa de determinar se o0 BLV tem potencial
zoonotico, especialmente através do consumo de leite de vacas infectadas (BURMEISTER et
al., 2007; PERZOVA et al., 2000). Pesquisadores encontraram DNA do BLV em tecido
cancerigeno humano e assim aventaram a possibilidade da participacdo do BLV na patogénese
do cancer de mama em humanos (BUEHRING et al., 2015), no entanto os resultados ndo foram
confirmados por outros pesquisadores (GILLET e WILLEMS, 2016; ZHANG et al., 2016).
Ainda ndo existem evidéncias conclusivas da participacdo do BLV em neoplasias de pacientes
humanos (OIE, 2018a). Porém, tendo em vista a falta de consenso e as informacdes emergentes
sobre a participacdo do BLV no cancer de mama humano, é prudente encorajar o
monitoramento e a criacdo de programas de controle da disseminagdo do BLV, especialmente
na bovinocultura de leite (LAWSON et al., 2018).



Distribuicdo Geogréfica e epidemiologia da infec¢do pelo Virus da leucemia bovina

Distribuicdo Mundial da infeccéo da pelo Virus da leucemia bovina

A doenca esta difundida em todos os continentes, mas em situa¢Ges epidemioldgicas
distintas nas diversas regioes e com variag0es de ocorréncia entre os rebanhos, sendo maior em
rebanhos leiteiros. Com base no painel da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
em saude e bem-estar animal, a LEB pode ter se originado e disseminado amplamente a partir
de uma area na Lituédnia. A propagacdo mundial da doenca ocorreu devido a introdugdo de gado
de paises europeus em rebanhos de outros paises livres da doenca através do comércio
internacional de animais (EPAHW, 2015; RODRIGUEZ et al, 2011).

A LEB é listada pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) como uma doenca
de importancia para o comércio internacional (OIE, 2018b). Vérios paises estabeleceram
programas de erradicagdo e medidas de controle baseadas nas abordagens “testar e eliminar” e
“testar e segregar”, sendo muito bem sucedidos na Europa Ocidental, na Nova Zelandia e na
Australia Ocidental (RUIZ et al., 2018.).

A ampla distribuicdo de gendtipos do BLV em regibes consideradas proximas e
também entre localizacBGes geogréaficas distantes evidenciam que a disseminacdo do virus se
deu pelo movimento de populagdes de animais vivos e que a transmissao viral durante contato
direto entre animais desempenha um importante papel na dispersdo do virus entre rebanhos
(RODRIGUEZ et al., 2009).

Programas de erradicacgdo e controle foram introduzidos na Australia e Nova Zelandia
em 1983 e 1996, respectivamente, sendo que o rebanho neozelandes é considerado livre para
LEB desde 2008, enquanto 99,7% dos rebanhos leiteiros australianos foram declarados livres
de LEB em dezembro de 2013 (EPAHW, 2015; CHETHANOND, 1999).

Na América do Sul, a doenca esta presente em varios paises do continente, sendo que
no Brasil a prevaléncia média estimada em animais variou entre 23,7% a 37% (TAVORA e
BIRGEL, 1991 apud TOSTES, 2005 FERNANDES et al., 2009). Em outros paises do
continente sulamericano foram descritas prevaléncias de 19,8% a 54,7% em paises como Chile,
Bolivia, Peru, Venezuela, Uruguai, Paraguai e Colémbia. Na Argentina, a prevaléncia do BLV
observada em animais e em rebanhos foi maior, sendo observados indices de 77,4% e 90,9%,
respectivamente (POLAT et al, 2017).



Nos Estados Unidos a prevaléncia de infecgéo varia conforme a regido estudada, em
estudo epidemioldgico para estimar a prevaléncia do BLV em gado leiteiro, foi observado que
83,9% dos bovinos leiteiros eram positivos para o BLV ao nivel do rebanho e 39% dos rebanhos
bovinos de corte possuiam ao menos um animal infectado (APHIS, 2008). No Canada, um
estudo de prevaléncia do BLV demonstrou que 37,4% das vacas e 89% dos rebanhos eram
positivos (VANLEEUWEN et al, 2005). Samagh e Kellar (1982), também no Canada,
verificaram uma prevaléncia geral de 19,7% sendo 40,5% em bovinos de leite e 11,2% para
bovinos de corte. A prevaléncia da doenga também foi estimada em outros paises da América
Latina, sendo encontrada a prevaléncia de 36% no México (SUZAN et al., 1983) e 28% na
Costa Rica (DUCREUX et al., 1987).

Paises da Europa Ocidental, sdo reconhecidos oficialmente livres do BLV devido a
programas continuos de vigilancia (OIE, 2018a), porém a situacdo € diferente na Europa
Oriental, onde a doenca ainda esta presente em varios paises como a Bulgéaria, Croacia, Estonia,
Letonia, Pol6nia, Roménia e Ucrania (RODRIGUEZ et al, 2011).

A infeccdo por BLV é amplamente disseminada em rebanhos leiteiros chineses. A
prevaléncia em animais é de até 49,1% entre os bovinos de leite, enquanto 1,6% dos bovinos
de corte sdo positivos para 0 BLV (YANG et al., 2016.). Estudos epidemioldgicos no Japéo
revelaram que a prevaléncia encontrada para LEB foi de 40,9% em rebanhos de leite e 28,7%
de bovinos de corte, com aumento na prevaléncia em animais maiores de 24 meses de idade,
atingindo 78% em rebanhos leiteiros e 69% em rebanhos bovinos de corte (MURAKAMI et
al., 2013). Na Coreia, 54,2% dos animais leiteiros e 86,8% dos rebanhos leiteiros eram positivos
para 0 BLV, enquanto somente 0,14% dos bovinos de corte estavam infectados com o virus
(LEE et al., 2015). Lee et al (2016) demonstraram uma prevaléncia média do BLV em animais
de 58,7% na Tailandia. Nas Filipinas os niveis de prevaléncia em animais para o0 BLV variaram
de 4,8% a 9,7% (POLAT et al., 2015), semelhantes aos 9,1% encontrados em Mianmar
(POLAT etal., 2017).

Uma pesquisa soroldgica no nordeste do Ird revelou que a prevaléncia do BLV foi de
25,4% naquela regido (MOUSAVI et al., 2014). A prevaléncia da LEB em paises do Oriente
Médio séo relativamente baixas, sendo que a prevaléncia do BLV é de aproximadamente 5%
em lIsrael, enquanto na Arabia Saudita fica em 20,2% do gado leiteiro. Em comparag¢do com
estes paises, as taxas de infeccdo pelo BLV na Turquia sdo mais elevadas, com prevaléncia de
48,3% em rebanhos leiteiros (POLAT et al., 2017).
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Figura 2. Distribuicdo mundial da leucose enzodtica bovina no segundo semestre de 2017 e
no primeiro semestre de 2018. Fonte: OIE (2019).

Distribuicdo no Brasil da infec¢ao pelo Virus da Leucemia Bovina

No Brasil a LEB € conhecida desde 1943 (Rangel e Machado), e tem sido
demonstrada em praticamente em todo territério nacional. Estudos sorolégicos em diversos
estados brasileiros demostraram elevados indices de prevaléncia de infeccdo pelo BLV em
rebanhos bovinos variando entre 5,1 e 44,3 %, dependendo da UF do estudo (BIRGEL JUNIOR
et al., 2006). Os genotipos, baseados em sequenciamento do gene env-gp51, encontrados no
pais sdo os do tipo 1, 2, 5, 6, e 7 (POLAT et al., 2017).

Diversos estudos de prevaléncia realizados no pais tém demonstrando o avanco da
LEB e aampla disseminacéo da infeccdo pelo BLV nos rebanhos bovinos brasileiros. Com base
na literatura consultada, a prevaléncia meédia nacional em animais variou entre 23,7%
(7.862/33.000) a 37% e 58,9% (656/1.113) dos rebanhos foram positivos ao teste de diagndstico
da LEB (BIRGEL JUNIOR et al., 2006; FERNANDES, et al., 2009; TAVORA e BIRGEL,
1991 apud TOSTES, 2005). As maiores taxas de prevaléncia sdéo comumente relatadas na regido
Sudeste e Centro-Oeste (FERNANDES et al., 2009; PEREIRA et al., 2013).

Fernandes et al. (2009), sem considerar a raca e aptiddo dos bovinos estudados,
estimaram as seguintes prevaléncias médias nas diversas regides do pais: 39,8% (4.821/12.110)
no Sudeste; 23,9% no Centro-Oeste; 17% no Norte; 14,18% no Sul (2.053/14.476) e 13,86%
no Nordeste (756/5.454). Com base nas médias obtidas em multiplos estudos de prevaléncia da
LEB em bovinos leiteiros, Pereira et al (2013) estimaram as seguintes prevaléncias medias nas
regides do Brasil: Sudeste, 46,72%; Centro-Oeste, 40,13%; Sul, 34,41%; Nordeste, 29,94 e



Norte, 18,30%. Ao realizar o trabalho os autores reuniram dados de todo territorio nacional,
realizaram assim a média de diversas pesquisas brasileiras para estimar uma taxa de prevaléncia
de animais infectados pelo BLV.

Considerando as principais publicacdes de estudos realizados em Goias e Minas
Gerais, principais UFs que destinam animais ao DF (LICURGO, 2016), as prevaléncias da
infeccdo pelo BLV em animais, foram de: 29,29% no Sitio Historico e Patrim6nio Cultural
Kalunga localizado em Goias (PEIXOTO et al., 2016.); 15,3% (86/562) em bovinos Curraleiros
de Goiés, (JULIANO et al., 2014); 49,53% em Séao Paulo e Minas Gerais (ALEXANDRINO et
al., 2011); 38,7% no sistema de producao de leite tipo C em Minas Gerais (CAMARGOS et al.,
2002); 36% (239/670) em bovinos de diversas racas em Goids (ANDRADE e ALMEIDA,
1991); 26,69% (781/2926) em rebanhos de leite e corte de Minas Gerais (MODENA et al.,
1984) e 70,9% (163/230) em rebanhos leiteiros de Minas Gerais (LEITE et al., 1984)

Transmissao

A transmisséo do BLV ocorre, sobretudo por via iatrogénica e horizontal (HOPKINS
e DIGIACOMO, 1997). Vacas prenhes infectadas podem transmitir o virus pela via
transplacentaria, leite e colostro sendo a ocorréncia da infeccdo pela via vertical estimada em
apenas 4 a 18% dos casos (SANTOS e ALESSI, 2016).

A interacdo célula-célula é necessaria para possibilitar a transmissdo de alguns
retrovirus, sendo a infec¢do viral sem a participacdo celular altamente ineficaz, pois
praticamente ndo ocorre a liberacdo de particulas infectantes para fora dos linfocitos infectados
(IGAKURA et al., 2003).

Diversas portas de entrada para o0 BLV sdo conhecidas e comprovadas por inoculacéo
experimental, sendo que as mais comuns sdo as Vvias oral, traqueal, intradérmica, intramuscular,
subcutanea, intravenosa e retal, podendo ocorrer também pelas vias intraperitoneal e uterina
(MILLER et al.,1972; ROBERTS et al.,1982; HOPKINS et al.,1988). Nos bovinos, a
transmisséo horizontal € a principal forma de disseminacéo do virus e a via respiratoria parece
ser a principal porta de entrada do agente nos casos de transmisséo direta do BLV (JOHNSON
e KANEENE, 1992; HOPKINS e DIGIACOMO, 1997).

A LEB pode ser provocada pela entrada do BLV no organismo pelo sistema alimentar

de onde chega ao sistema vascular. O leite, colostro e outras secre¢des corporais que contém



linfocitos infectados sdo importantes nessa via de transmissdo, mas ocasionam a doenga em
menor frequéncia (REBHUN, 2000).

Segundo Weiblen (1991), além do contato direto, os procedimentos iatrogénicos com
exposicao a fluidos biol6gicos dos animais infectados, principalmente o sangue, é o principal
fator de risco. Quantidades de sangue tdo pequenas quanto 0,1 pL sdo capazes de transmitir o
virus (ANDREWS et al. 2004; FLORES, 2007). Logo, o virus é transmitido horizontalmente
por fomites contendo sangue, principalmente instrumentos cirargicos, luvas de palpacdo e
agulhas hipodérmicas (SANTOS e ALESSI, 2016). De acordo com Juliano et al., 2014, préticas
de manejo como vacinacado contra brucelose, podem estar relacionadas a maior prevaléncia de
LEB em fémeas, devido a transmissdo da doenca associada ao uso da mesma agulha para
vacinacao de diversos animais. O uso de ocitocina exdgena na pré-ordenha pode elevar o risco
de transmissdo do BLV, através da veiculacdo do virus por agulhas contaminadas
(FELISBERTO et al., 2017). A infeccdo também pode ser transmitida via teste intradérmico de
tuberculina (RADOSTITS et al., 2002; ANDREWS et al., 2004). A transfusdo sanguinea
também é fonte importante de disseminacdo do BLV (SANTOS e ALESSI, 2016).

A transmissdo pela monta natural pode ocorrer, devido a possivel presenca de
linfocitos infectados no trato reprodutivo, jA que o BLV € raramente encontrado nos
espermatozoides (FLORES, 2007). Ainda que o0 sémen ndo represente um risco evidente para
a transmissdo do BLV, a OIE optou por exigir garatias sanitarias de que o sémen esteja livre do
virus, conforme descrito no Capitulo 11.6 do cddigo sanitario terrestre. No codigo da OIE é
recomendado que 0s touros doadores de sémen sejam provenientes de rebanhos negativos para
a LEB e quando os animais forem menores de 2 anos de idade, serem nascidos de vacas
negativas. Para atender os requisitos do certificado internacional também é necessario que o
touro seja submetido a testes de diagnostico para LEB em amostras de sangue com resultados
negativos em duas ocasides, sendo o primeiro teste realizado pelo menos 30 dias antes e 0
segundo teste pelo menos 90 dias apds a coleta do sémen. Por fim, € necessario atender as
recomendacgdes contidas no codigo referente a coleta, processamento e armazenamento do
sémen (OIE, 2018a).

Em algumas regides, insetos hematdfagos (tabanideos) séo fontes de disseminacgéo do
BLV (SILVA et al. 2008). Ja a mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans), possui uma
anatomia bucal que impossibilita carrear quantidades suficientes de sangue e consequentemente
ndo consegue transmitir o BLV (RADOSTITS et al. 2002).
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Patogenia

A infeccdo pelo BLV é caracterizado por trés estagios progressivos da doenca, incluindo um
estagio assintomatico, o estdgio caracterizado por linfocitose persistente (LP) e o estagio
maligno da doenca. A maioria dos bovinos infectados sdo assintomaticos, porém de um a dois
tercos deles apresentam LP caracterizada por uma elevacdo permanente na contagem de
linfécitos B no sangue. O estagio de LP é tido como a forma benigna da doenca resultante do
aumento de linfécitos B ndo transformados. Animais infectados pelo BLV, manifestando
Linfocitose persistente, apresentam menor atividade fagocitéria e alteracdo no metabolismo
oxidativo, decréscimo das imunoglobulinas, especialmente a IgM, evidenciando fragilidade
funcional da imunidade humoral que acaba ocasionando imunodepressdo (AZEDO et al., 2011,
2012; OLIVEIRA et al., 1997). O aumento da ocorréncia de doengas com possivel etiologia
infecciosa (mastite, bronquite e problemas de casco), foi associada com a ocorréncia da LEB.
Brenner et al. (1989), encontraram uma associacdo positiva entre a infeccdo por BLV e a
auséncia da recuperacdo espontanea da micose, evidenciando assim um comprometimento da
resposta imune em vacas infectadas pelo virus.

A forma maligna acomete apenas um pequeno percentual dos bovinos infectados pelo
BLV e ap6s um longo periodo de laténcia um processo patolégico, induzido por provirus,
acomete principalmente o sistema linféide e ocasiona um quadro de linfoma de células B que
acomete varios linfonodos (SCHWARTZ e LEVY, 1994; FLORINS et al., 2008;
FERNANDES et al., 2009; OIE, 2018a). A evolucdo da LEB até o estagio de malignidade da
doenca é um processo complexo e demorado onde o BLV ocasiona nas células acometidas
disfuncdo ou mutacdo dos genes reguladores do ciclo celular, que finalmente transformam as
células antes normais em células neoplasicas, com o crescimento desordenado, invaséo tecidual
e eventualmente metastases.

Estudos revelaram que os niveis de carga proviral aumentam significativamente no
estagio de LP em comparacao com o estagio assintomético e aumentaram ainda mais no estagio
maligno da LEB (JIMBA et al., 2010, 2012). Portanto, o nimero de cOpias provirais do BLV
aumenta conforme a gravidade da doenca.

Ap0s um curto periodo de viremia, a fase de laténcia do virus dura de 1 a 8 anos antes
do aparecimento dos primeiros sinais clinicos da LEB (KURTINAITIENE et al. 2008). Em
aproximadamente 12 dias, particulas virais ja estdo presentes na corrente sanguinea induzindo

uma resposta imune humoral com a producéo de anticorpos especificos (LEUZZI JUNIOR et
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al. 2001).

Os sinais clinicos observados na LEB sdo determinados, em grande parte, pela
localizagdo dos tumores e 0s animais acometidos sdo descartados precocemente por outros
transtornos, como infertilidade e queda na producgdo de leite. O aumento de linfonodos
superficiais pode ser comum, mas esta hipertrofia pode também ocorrer apenas em tecidos
linféides viscerais, que podem ser palpados por exame retal (JOHNSON e KANEENE, 1991).
Os sinais incluem distarbios digestivos, cardiorrespiratérios, reprodutivos (vagina e Utero),
oftdlmico (exoftalmia), inapeténcia, perda de peso, debilidade geral e, eventualmente,
manifestacdes neuroldgicas (paresia), decorrentes do desenvolvimento do linfossarcoma
(RADOSTITIS et al., 2002; RAVAZZOLO e COSTA, 2007; AZEDO, 2007). Os 6rgdos mais
acometidos sdo o coracdo, abomaso e linfonodos (MODENA, 1981). Lesdes nos 6rgdos
reprodutores sdo pouco frequentes (BRAGA et al., 1998; VAN DER LAAN, 2001; SILVA et
al., 2008), sendo que todas as partes dos 6rgdos reprodutores podem apresentar alteracdes e
causar infertilidade. Dependendo da fase da gestacao, pode haver morte fetal, aborto ou distocia

a depender do tamanho e localizacdo das tumoracGes (MODENA, 1981).

Fatores de Risco

Diversos estudos demostraram associagdes positivas entre 0 aumento da porcentagem
de animais soropositivos e 0 aumento da idade do rebanho, o aumento do tamanho do rebanho,
rotina de aquisicdo de bovinos, do numero de partos, criacdo em sistema semi-intensivo,
rebanho leiteiro e manejo com uso de procedimentos uso de fomites com possibilidade de
transmisséo iatrogénica do BLV (FLORES et al., 1988; OIE, 2018a; BARROS FILHO et al.,
2010; JULIANO et al., 2014; PINHEIRO JUNIOR et al., 2013; PEIXOTO et al., 2016;
MOUSAVI et al., 2014; RADOSTITS et al, 2002).

Conforme a evolugdo da idade, os animais sdo expostos por um periodo mais
prolongado ao BLV, o que provavelmente leva a uma maior prevaléncia de infeccéo por BLV
entre bovinos leiteiros (RADOSTITS et al, 2002). A maior ocorréncia da doenca foi relacionada
a bovinos maiores de 36 meses de idade (PEIXOTO et al., 2016). Birgel Junior et al. (2008),
também relatou um aumento da prevaléncia da LEB conforme o aumento da idade dos animais,
porém a faixa etaria descrita com maior frequéncia de positivos foi a de animais com mais de

72 meses de idade.
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Fernandes et al. (2009), concluiram que o tipo de ordenha praticado nas propriedades
apresentou associacao significativa e odds ratio igual a 2,7 para ordenha mecénica em relacao
pratica da ordenha manual. Em um estudo no Iran foi identificada uma correlacéo positiva entre
0 tamanho do rebanho leiteiro e a soropositividade para o BLV no leite em tanques de
armazenamento (HAGHPARAST, 2012).

A introducdo de animais reprodutores com alto valor zootécnico, sem controle
sanitario no momento da introducao dos animais no novo rebanho, cria condi¢des favoraveis
para a ocorréncia da infeccdo pelo BLV (FERNANDES et al, 2009).

Os fatores de risco associados a LEB identificados em estudo com rebanhos leiteiros
e de corte no Japdo foram: a criacdo de vacas leiteiras em sistema loose housing, o contato
direto de bezerros com animais adultos em fazendas de corte, dentre outros. Na andlise de
regressdo logistica demonstraram que a descorna e a presenca de grande numero de insetos
hematofagos no verdo, como fatores de risco para a LEB. O descarte do colostro de vacas
positiva foi considerado um fator de protecdo. Propriedades estruturadas com piquete
maternidade e que nao realizavam controle da origem do colostro, neste estudo, apresentaram
indices de positividade mais elevados. O maior nimero de animais infectados nas propriedades
que possuiam piquete maternidade é atribuido ao contato com pasto e dgua contaminados
durante o parto. (YUJI et al.,1983; KOBAYASHI et al., 2010; KOBAYASHI et al., 2014).
Além dos insetos hematdfagos, morcegos hematéfagos e carrapatos, contribuem para a
disseminacéo do BLV. Nos meses mais quentes, devido a maior presenca desses agentes, ocorre
um aumento na transmissao da doenca (CORDEIRO et al., 1994, BALDACCHINO et al.,
2014).

Um estudo canadense demonstrou que rebanhos com casos clinicos de leucose nos 12
meses anteriores ao estudo, bem como rebanhos que compraram animais, sem 0s devidos
cuidados sanitérios, de propriedades com status de infeccdo por BLV desconhecido nos ultimos
cinco anos, tiveram uma quantia significativamente maior de animais positivos para o BLV
(NEKOUEI et al., 2015a).

De acordo com Flores et al. (1988), dentre os varios fatores de risco para a
disseminacdo da doenca, estdo relacionados a presenga de varios animais infectados, fluxo
intenso de comeércio de animais, criacdo em sistema semi-intensivo e o0 uso rotineiro de praticas
como vacinagles, vermifugacbes e outras medidas terapéuticas como pequenas cirurgias,
descorna, aplicacao de brincos e palpacdo retal para diagnostico de gestagdo. Dentre os fatores

de risco encontrado em outras pesquisas destaca-se o compartilhamento entre varios animais
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da mesma agulha para coleta de sangue ou vacinacdo, o uso da mesma luva de palpacdo em
mais de um animal, a aglomeracdo dos animais e a auséncia de assisténcia veterinaria
(SANTOS et al.,2011; KOHARA et al., 2006). Weber et al., (1988) relatou que a quantidade
de linfécitos infectados que podem ser transmitidos durante a injecdo com uso de agulha
comum ndo foi suficiente para induzir a infeccdo pelo BLV. Porém, Oliveira et al., (2013)
relatou que reutilizacdo de materiais contaminados em procedimentos terapéuticos, foi uma
associacdo positiva a transmissdo do BLV. A descorna € uma pratica comumente utilizada na
rotina de manejo dos rebanhos leiteiros e como o0s instrumentos utilizados normalmente ndo
sdo desinfetados durante o procedimento, torna essa pratica um fator de risco para a transmisséo
do BLV entre os bezerros (LASSAUZET et al., 1990). Nekouei et al., (2015b) analisaram
fatores protetores possivelmente associados, sendo relacionada a troca de luvas entre vacas
durante 0 exame obstétrico e ndo identificaram associacdo estatisticamente relevante que
caracterize essa variavel como um fator protetor para a disseminacao do BLV.

Para Ortega et al. (2016), o uso do curral para 0 manejo das vacas € um fator de risco
apontado, porém pouco relatado para a infeccdo por BLV. Talvez o curral represente um fator
de risco para a disseminagdo da doenca pois é usado para vérias atividades, como cirurgias,
descorna, inseminacdo, partos e no manejo de animais doentes. Também foi observado que a
vacinacdo executada por profissionais capacitados € considerada como um fator de protecéo,
enguanto a vacinacgdo realizada por trabalhador nao qualificado é considerada como um risco.
Ainda no mesmo estudo, a ordenha mecénica tornou-se um fator de risco em comparagdo com
a ordenha manual, que é considerada um fator de protecdo. Essas variaveis podem estar
relacionadas a padrdes higiénicos e as BPF (boas praticas de fabricacdo), ja que quando a
ordenha mecanica ndo é higienizada da forma correta, é possivel tornar uma fonte de
disseminacédo do BLV.

Peixoto et al. (2016) observaram que variaveis relacionadas a intensificagdo do sistema
de producdo apresentam maior correlacdo com a incidéncia da LEB. A intensificacdo do
sistema com a formac&o de pastos aumentando a densidade animal em uma mesma area, tém
maior ocorréncia da doenca de que bovinos mantidos em pastos nativos com menor densidade
de animais. No mesmo estudo foi demonstrado que valores mais altos de indice de area foliar
e biomassa (INDV) tiveram maior correlacdo com a LEB, provavelmente por estas areas
apresentarem maior disponibilidade de biomassa e maior densidade de animais e de insetos
vetores. A ocorréncia de temperaturas mais elevadas também foi outro fator associado a maior

ocorréncia da LEB. Em relacdo aos aspectos sociais, Peixoto et al (2016), observaram que em
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propriedades onde os filhos dos produtores estudavam em &reas conexas as ciéncias agrarias a
ocorréncia da LEB foi menor, fato que provavelmente esta relacionado a adogdo melhores
técnicas de manejo (PEIXOTO et al., 2016).

Autores tem relacionado os fatores climaticos como indice de precipitacdo e
temperatura como fatores de risco determinantes na infecgdo e disseminagdo da doenga. A
ocorréncia de LEB teve relacdo com a sazonalidade das chuvas, sendo que em época com alto
indice pluviométrico foi observado menos casos de LEB do que épocas com uma menor
precipitagdo. As temperaturas méaximas e minimas foram maiores nas fazendas positivas do que

nas fazendas negativas ao longo do ano (ORTEGA et al., 2016).

Diagnostico

Por vérios anos, as principais ferramentas de diagnéstico da LEB em rebanhos
dependia da observacBes clinicas, identificacdo de tumores no exame post-mortem e
principalmente da realizacdo de exames hematoldgicos para a detec¢do dos niveis de linfocitos.
A partir do inicio dos anos de 1970, os testes sorologicos gradualmente substituiram os exames
hematol6gicos. Os métodos soroldgicos sdo adequados para triagem de rebanhos, mas
incapazes de identificar vacas infectadas precocemente antes do inicio da formacdo de
anticorpos, e incapazes de distinguir entre anticorpos colostrais e os gerados pela resposta a
infeccdo por BLV (EFSA, 2015). Em bovinos infectados pelo BLV, a soroconversédo ocorre de
duas semanas a trés meses ap0ds a infeccdo. Atualmente, varios métodos indiretos podem ser
usados para detectar anticorpos contra 0 BLV, principalmente técnicas soroldgicas como a
IDGA, ELISA e o radioimunoensaio (RIA) (REBHUN,2000; EFSA,2015). O diagndstico da
LEB pode ser feito pela identificacdo direta do agente por isolamento viral, a partir do cultivo
in vitro de células mononucleares de sangue periférico (PBMC), ou pela deteccdo de DNA
proviral por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de sangue, 6rgdos e tumor.
(LEITE et al., 2013; OIE, 2018a).

Os testes soroldgicos sdo de extrema importancia para o diagnoéstico da LEB em
rebanhos, uma vez que os animais acometidos pelo BLV apresentam uma resposta imune
detectdvel em poucas semanas pés infeccdo e perdura por longos periodos. Os testes
soroldgicos preconizados pela OIE sdo o IDGA e o ELISA (OIE, 2018). Nessas técnicas sao
utilizadas, em conjunto ou isoladamente, os principais antigenos do BLV, p24 (proteina

nuclear) e gp51 (glicoproteina do envelope). Os metodos soroldgicos sdo amplamente

15



utilizados em vigilancia epidemioldgica, certificacdo de &reas livres e estudos de prevaléncia
(CAMARGOS et al., 2007 e GUTIERREZ et al., 2009).

O principio da IDGA ¢ a precipitacdo do complexo antigeno anticorpos em meio
semissdlido de gel de agarose, com a formagdo de linhas de complexos insollveis ou
precipitados que podem ser visualizados com o auxilio de luz indireta contra um fundo escuro.
(FLORES,2007; RODRIGUES et al., 2014). O uso da glicoproteina gp51 do envelope nos
testes atuais de IDGA contribuem para um ensaio mais sensivel para a identificacdo de animais
infectados pelo BLV. A resposta a gp51 € robusta, com o aparecimento precoce dos anticorpos,
de forma mais consistente e com a producéo de titulos mais elevados do que aqueles produzidos
contra a proteina do capsideo viral p24 (EFSA, 2015). Essa técnica é de simples execucdo,
com boa sensibilidade, alta especificidade e baixo custo, justificando a ampla utilizacéo do teste
(REBHUN, 2000 e MATOS et al., 2005). Como desvantagem pode apresentar reagoes
inespecificas e sensibilidade limitada (FLORES, 2007). Também possui limitacdes associadas
a repetibilidade, leitura subjetiva podendo gerar erros na interpretacdao dos resultados e tempo
prolongado para a obtencdo dos resultados (RODRIGUES et al., 2014). Possiveis falsos
negativos podem ocorrer, especialmente quando ocorrem baixos titulos de anticorpos,
principalmente em casos de infec¢des recentes e animais com baixa resposta imune (REBHUN,
2000). O método de IDGA pode ndo detectar os titulos de anticorpos no periodo periparto (de
seis semanas antes até duas semanas ap0s o parto), em funcdo dos anticorpos maternos
transferidos via colostro (REBHUN, 2000; RODRIGUES et al., 2014).

O ELISA é fundamentado no uso de antigeno ou anticorpo em microplacas de fase
solida, seguida de incubacdo com o soro teste. Os ELISAs indireto ou de bloqueio e kits para
amostras de soro ou leite estdo disponiveis comercialmente (OIE, 2018a). Quando comparado
ao IDGA, o ELISA apresenta uma sensibilidade mais elevada e possibilita uma leitura objetiva,
com o processamento de grande nimero de amostras de forma simultanea e com resultados em
poucas horas. O ELISA também € vantajoso pois é indicado para analisar amostras de leite de
tanque e testes individuais (MATOS, 2005 e REBHUN, 2000). Entretanto possui como
desvantagem a necessidade de importacdo dos kits ELISA, tornando o processo dispendioso e
normalmente demorado, o que ainda dificulta o uso da técnica em maior escala no Brasil
(RESENDE, 2017).

Atualmente, a PCR em tempo real é 0 método mais rapido e sensivel para a detec¢do
do VLB. Porém, Dias et al., (2012) aponta que a PCR convencional apresenta sensibilidade

semelhante a IDGA para o diagnostico da LEB. As PCRs convencionais sdo baseadas em
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primer sequéncias do gene env, codificando para gp51 e 0 método em tempo real geralmente é
baseado na deteccdo do gene pol. A aplicabilidade da técnica é limitada pois seu uso é restrito
aos laboratdrios especializados em virologia molecular, normalmente com custos operacionais
mais elevados e com procedimentos operacionais mais rigorosos para garantir a validade dos
resultados do teste, sendo normalmente utilizado em pesquisas ou de forma complementar a
sorologia, como teste confirmatorio em laboratdrios de referéncia (LEITE et al., 2013; OIE,
2018a).

A aplicabilidade dos métodos diagnosticos levando em consideragdo as varias fases

da infeccéo pelo BLV podem ser melhor compreendidas observando a Figura 3.

Animais infectados precocemente Animais com Linfocitose Persistente Animais com

umores

PCR (deteccio de genoma 5-7 dias pi)

ELISA (deteccdo de anticorpos 2-3 semanas pi)

IDGA (deteccdo de anticorpos 3-12 semanas pi)

>

Meétodos hematologicos (1-3 anos pi)

>
Sinais clinicos

>

Aplicabilidade dos métodos diagnosticos gquando utilizados em animais recém-nascidos

PCR em recém-nascidos (imediatamente apds o parto para detectar infeccio transplacentiria)
ELISA /IDGA (6 meses apds o parto guando os anticorpos adguiridos via colostro ja nio existem mais)

Figura 3. Métodos diagndsticos aplicaveis durante os varios estagios da infeccao pelo BLV.
(Fonte: Elaborado pelo autor, a partir de EFSA, 2015).

Importancia Econémica

A leucose enzootica bovina é reconhecida como um importante problema de satde
animal em todo o mundo, afetando negativamente a producdo e o comércio nacional e
internacional de animais, além de possiveis impactos na saude humana. Essa doenca ocasiona
grandes perdas econémicas devido a queda na producéo de leite, descarte precoce e eliminacéo
de animais de alto valor zootécnico, barreiras sanitarias ocasionando restri¢fes as exportacoes,
além das perdas decorrente de condenages de carcacas com tumores.

Ott et al. (2003) estimaram as perdas econdmicas da industria leiteira nos Estados
Unidos. O estudo utilizou um modelo de regressdo multivariavel e analisou mais de 25 mil

vacas com 24 meses ou mais de idade provenientes de 976 rebanhos que tinham disponiveis 0s
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dados completos de produgédo. Quando comparados com rebanhos negativos, os rebanhos com
vacas com teste positivo produziram 3% menos leite. A reducdo média no valor de producao
foi de 2,7% por vaca de rebanhos positivos em relacdo aos animais de rebanhos negativos. As
perdas ocasionadas pelo BLV podem parecer baixas, no entanto, quando analisadas por animal
positivo em rebanhos que podem ter até 100% das vacas positivas, 0s custos se tornam
importantes. Assim, a reducéo do valor de producéo associada a vacas positivas para BLV pode
tornar dificil ou até inviabilizar um retorno adequado aos criadores com rebanhos com alta taxas
de positividade.

Para a industria de laticinios como um todo, a soropositividade ocasiona prejuizo para
os produtores na ordem de US $ 285 milhdes e US $ 240 milhdes para os consumidores. Essa
estimativa foi baseada na reducdo de producdo das vacas em rebanhos infectados pelo BLV,
usando como base de calculo a propor¢do padrao de elasticidade-preco do fornecimento de leite
em nivel de fazenda e a elasticidade-preco da demanda de leite no nivel da fazenda,
considerando os efeitos deletérios da infeccdo pelo BLV que ocasionou a reducédo do equilibrio
da demanda e oferta associados a reducdo da producéo de leite em cerca de 0,7%, ocasionado
as perdas descritas (OTT et al, 2003).

Um estudo canadense demonstrou que vacas de primeira lactagcdo soropositivas para
LEB tinham um maior risco de apresentar intervalos de parto prolongados em comparacdo com
vacas soronegativas para LEB (VANLEEUWEN et al., 2010). Sendo que o maior efeito sobre
0s custos foi devido ao efeito sobre a producéo de leite (CHI et al., 2002)

Também no Canada, Nekouei et al (2016), estimaram que bovinos infectados pelo
BLV percam, ao longo da vida, o equivalente a soma da producédo de leite correspondente a
305 dias de producdo. Os efeitos do BLV ao longo da vida sobre a producdo total de leite
indicam que os animais infectados com 2 a 3 lacta¢des tiveram maior perda de producédo do que
0s animais com mais de 3 lactacbes (NEKOUEI et al., 2016). Rajéo et al (2014), estimaram
reducdo na producdo leiteira em Minas Gerais, demonstrando significativas perdas econdmicas,

especialmente para pequenos produtores.

Controle da Leucose Enzoética Bovina

Os impactos econdmicos causados pela LEB demonstram de maneira evidente a
importancia dos programas de controle da doenca, visto que é uma doenca duradoura causada
por um retrovirus que mantém os animais permanentemente infectados. Atualmente nédo

existem vacina, nem tratamento eficaz que possibilite o controle da doenga. Desta forma, a
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prevencao é realizada atraveés de medidas profilaticas, controle e erradicacdo, sendo importante
e muitas vezes vantajosa economicamente para produtores.

Programas de controle da doenca ja sdo realizados desde 1980 em diversos paises da
Unido Europeia tendo a Australia Ocidental e 21 paises no mundo erradicado com sucesso o
BLV de seus rebanhos (BARTLETT et al, 2014). Os potenciais beneficios de sistemas de
vigilancia direcionados para doencas cronicas também podem ser observados em paises do
norte da Europa que estdo oficialmente livres de doencas crénicas, incluindo a LEB. Nos
programas de controle de doencas crénicas sdo comunmente observadas praticas de exigéncia
de testes diagndsticos no momento da aquisi¢do de gado, embrides ou sémen, além do uso de
testes direcionados para a deteccdo de agentes patogénicos no leite (WAPENAAR, W. et al,
2017).

No Brasil ainda ndo existe programa oficial de controle da LEB, entretanto 0 MAPA
imp0&e algumas restri¢cbes para a importacao de animais Soropositivos.

As medidas de controle descritas em diversos estudos foram: o uso luvas de palpacéo
ou de inseminacdo com trocas frequentes entre animais, a pratica da inseminacao artificial e
transferéncia de embrides com doadores e touros livres de BLV, o controle de insetos
principalmente nas areas de manejo e controle de vetores artropodes, entre outras.

Outro importante manejo é a remocao dos animais infectados em rebanhos pequenos ou
com baixa prevaléncia, porém para rebanhos com alta prevaléncia a melhor opcéao é separar o
rebanho em positivo e negativo (BRUNNER et al.,1997). Deve-se estabelecer um fluxo de
circulagdo dos animais, seguindo dos negativos para positivos. (PELZER et al., 1993). E
possivel reduzir drasticamente ou mesmo eliminar a infec¢do do rebanho ap6s duas a trés séries
de testes IDGA, com intervalo de 30 a 60 dias entre testes e a remogdo de animais reagentes
(JOHNSON e KANEENE 1992).

Medidas de controle e higienizacdo adequada do material utilizado para praticas como
vacinacao, aplicacdo de medicamentos (agulha individual), descorna e inseminacdo. Utilizacdo
de técnicas alternativas e de equipamentos eletrénicos ou de combustdo de gas em vez de
equipamentos cirurgicos (BARTLETT et al., 2014; HERRERA et al., 2011; RODRIGUEZ et
al., 2011). O uso do colostro livre do BLV é uma importante medida no controle, prevenindo a
transmisséo vertical (LEUZZI JUNIOR, 2001), e uma das formas de inativar esse virus é
através da pasteurizacdo (BAUMGARTENER et al.,, 1976) ou utlizando ciclos de
congelamento e descongelamento que permitam a inativacdo do BLV presente no colostro.
(KANNO et al., 2014).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL.:
Determinar a infeccdo pelo BLV e caracterizar os fatores de risco associados a
soropositividade dos rebanhos no Distrito Federal, descrevendo a atual situacdo epidemioldgica

da infeccao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Estimar a prevaléncia de focos de infeccao pelo BLV no Distrito Federal;

o Estimar a prevaléncia da infeccdo da BLV em fémeas bovinas adultas no Distrito
Federal;

o Identificar os fatores de risco associados a introducdo e transmissdo da doenca nos

rebanhos bovinos do Distrito Federal.
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CAPITULO Il

(Escrito na forma de artigo para publicacéo)

Prevaléncia e fatores de risco da infeccdo pelo virus da leucemia bovina no Distrito

Federal, Brasil.

RESUMO

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) é uma doenca infecciosa crénica causada pelo Virus da
Leucemia Bovina (BLV) e esta distribuida por todos os continentes. A doenca gera perdas
econdmicas consideraveis devido a reducdo na producéo de leite, limitagbes nas exportacoes,
entre outros prejuizos. Neste trabalho, buscou-se a caracterizacdo da situacdo epidemioldgica
da infecgdo pelo BLV no Distrito Federal, Brasil. Para o calculo da prevaléncia e estimativa
dos fatores de risco associados a infecgdo dos rebanhos bovinos locais foram estratificados de
acordo com o seu nimero de fémeas adultas em menores e maiores, estes ultimos compostos
por 15 ou mais fémeas com idade igual ou superior a 24 meses. Em cada rebanho sorteado,
foram selecionados considerando uma amostragem aleat6ria sistematica um ndmero pré-
estabelecido de animais e realizada a coleta de sangue para exames laboratoriais. No total foram
amostrados 336 rebanhos e testados 1.644 animais. O ensaio diagndstico utilizado foi a
imunodifusdo em gel de agar (IDGA). A prevaléncia aparente de rebanhos e de animais foi
estimada em 71,35% [IC95% 66,30 — 76.39] e 37,81% [IC95% 2691 — 48,71],
respectivamente. A propor¢do de animais infectados nas propriedades positivas foi em média
de 60,06%. O modelo de regressdo logistica multivariavel (p<0.05) indicou o tamanho maior
de rebanho e a presenca de ordenha como fatores associados a infec¢do pelo BLV. A
subpopulacdo dos rebanhos maiores foi associada a uma OR de 4.09 [IC95% 2.12 — 7.90]. A
variavel presenca de ordenha, estd diretamente relacionada as propriedades com alguma
producdo leiteira. Os rebanhos que sdo submetidos a ordenha apresentam em média uma chance
de 3.08 [1C95% 1.79 — 5.29], vezes maior de apresentar LEB em relacdo aqueles rebanhos que
ndo sdo ordenhados. Os resultados demonstraram que a infec¢do pelo BLV se encontra
amplamente distribuida no Distrito Federal, com alta prevaléncia. As caracteristicas produtivas
destacadas pela andlise de fatores de risco sugerem que a ocorréncia da doenga é maior nas
propriedades com mais de 15 fémeas adultas e com manejo mais especializado na produgéo

leiteira, que favorecem o maior contato direto entre os animais infectados e suscetiveis.
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Medidas educativas e sanitarias especificas devem ser implementadas para diminuir a
disseminacéo do virus, mitigando as perdas econémicas na bovinocultura de leite, com foco

nesta tipologia produtiva.

Palavras chave: Leucose enzodtica bovina, BLV, prevaléncia aparente, fatores de risco,
Distrito Federal.
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ABSTRACT

Enzootic Bovine Leukosis (EBL) is a chronic infectious disease caused by the bovine leukemia
virus (BLV) and is widely distributed around the world. The disease generates considerable
economic losses due to the reduction in milk production, restriction on exportation, among other
losses. In this study, the characterization of the epidemiological situation of the EBL in the
Federal District, Brazil was sought. In order to calculate the prevalence and estimate the risk
factors associated with the BLV infection the local herds were stratified according to their
number of adult females in small and large, the latter composed by 15 or more females aged 24
months or more. In each random selected herd, a pre-established number of animals were
selected for systematic random sampling and blood samples were collected for the standard
laboratorial test agar gel immunodiffusion (AGID). In total, 336 herds were sampled, and 1,644
animals were tested. The apparent prevalence of herds and animals was estimated in 71.35%
[95% CI: 66.30 - 76.39] and 37.81% [95% CI: 26.91 - 48.71], respectively. The proportion of
infected animals in positive properties was on average 60.06%. The multiple logistic regression
model (p<0.05) indicated the largest herd size and milking as factors associated with the
presence of the BLV infection. The subpopulation of the larger herds was associated with an
Odds Ratio (OR) of 4.09 [95% CI 2.12 - 7.90]. The presence of milking variable is directly
related to properties with some dairy production. The herds that are submitted to milking were
associated with an OR of 3.08 [95% CI 1.79 - 5.29], times higher of presenting Enzootic Bovine
Leukosis in relation to non-milking properties. The results demonstrated that BLV infection is
widely distributed in the Federal District, with a high prevalence. The productive characteristics
highlighted by the analysis of risk factors suggest that the occurrence of the infection is greater
in the properties with more than 15 adult females and with more specialized management
practices in the milk production, which favor a more intense direct contact between infected
and susceptible animals. Specific educational and sanitary measures must be implemented to
diminish the spread of the virus, mitigating the economic losses in the milk-cattle raising

activities, focusing on this productive typology.

Keywords: Enzootic Bovine Leukosis, BLV, apparent prevalence, risk factors, Distrito

Federal, Brazil.
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INTRODUCAO

Situado na regido centro-oeste, o Distrito Federal € a menor unidade federativa
brasileira, totalizando uma area de 5.779,997 km2. Em seu territorio, esta localizada a capital
do Brasil, Brasilia. Atualmente apresenta a maior renda per capita do Brasil, estimada em
R$2.548,00 (IBGE, 2017a), assim como 0 maior Produto Interno Bruto per capita do pais com
R$ 79.099,77 (IBGE, 2016). O PIB representa R$ 235,497 bilhdes posicionando o DF na 82
posi¢do na economia nacional (CODEPLAN-DF, 2018). Possui uma populagdo estimada de
2.974.703 habitantes (IBGE, 2018), com o maior indice de Desenvolvimento Humano do pais
de 0.824 e um elevado grau de exigéncia em produtos e servigcos (IBGE, 2017a). No censo
agropecuario de 2017 foram contabilizados aproximadamente 5,2 mil estabelecimentos
agropecuadrios distribuidos em 25 mil ha, sendo que perto 87% das propriedades rurais tém de
10 a 50 ha dos quais 65% tem até 10 ha. No Distrito Federal a atividade agropecuéria ocupa
diretamente quase 22 mil pessoas (IBGE, 2017b).

Na pecuéria do Distrito Federal, destaca-se a avicultura industrial que gera maior
impacto no PIB do agronegdcio. Na bovinocultura do Distrito Federal, a atividade leiteira se
destaca, com a producdo de 19 milhdes de litros de leite (IBGE, 2017b). A maioria dos rebanhos
de producéo leiteira no Distrito Federal € composto sobretudo por pequenas propriedades, com
baixa concentracdo de animais de raca mestica criados semi-confinados, com média de até 10
fémeas adulta por rebanho, com producdo média geral de leite por vaca de 7,6 litros e com
producdo por rebanho em média 50 litros de leite por dia, sendo exploracdes pouco tecnificadas
na sua maioria e com o transito interestadual de bovinos regionalizado (LICURGO, 2016;
NASCIMENTO, 2016). No segmento da pecuaria bovina, em 2015, o rebanho do DF era de
96.579 animais, distribuidos em 3.004 propriedades (SEAGRI-DF, 2015).

A leucose enzootica bovina é uma doenca infectocontagiosa cronica provocada por
um retrovirus, conhecido como virus da leucemia bovina (BLV). Acomete principalmente
bovinos e é considerada de grande relevancia para a bovinocultura de leite pois ocasiona
importantes perdas econdmicas devido queda na producdo de leite, descarte precoce e
eliminacdo de animais de alto valor zootécnico, aléem das condenacdes de carcaca com
linfossarcomas (BARTLETT et al, 2014 e OTT et al, 2003).

Ott et al. (2003) estimaram as perdas econdmicas da industria leiteira nos Estados
Unidos. O estudo utilizou um modelo de regressdo multivariavel e analisou mais de 25 mil
vacas com 24 meses ou mais de idade provenientes de 976 rebanhos que tinham disponiveis 0s

dados completos de producdo. Os rebanhos com vacas positivas produziram 3% menos leite
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qguando comparados com rebanhos negativos. As perdas ocasionadas pelo BLV podem parecer
pouco expressivas, no entanto, quando analisadas por animal positivo em rebanhos que podem
ter taxas de até 100% das vacas positivas, 0s custos se tornam importantes. Assim, a reducéo
do valor de producdo associada a vacas positivas para BLV pode tornar dificil ou até inviabilizar
um retorno adequado aos criadores com rebanhos com alta taxas de positividade. O impacto da
doenca naindustria de laticinios noretamericana, ocasiona prejuizo para os produtores na ordem
de US $ 285 milhdes e US $ 240 milhdes para os consumidores (OTT et al., 2003).

A LEB por ser uma doenca de importancia para o comércio internacional (OIE,
2018b), motivou Vvérios paises a adotarem programas de erradicacdo e medidas de controle
baseadas nas abordagens “testar e eliminar” e “testar e segregar”, sendo muito bem sucedidos
na Europa Ocidental, na Nova Zelandia e na Australia Ocidental (RUIZ et al., 2018.).

Medidas de controle em rebanhos onde a prevaléncia for alta (60-80%), visam separar
o0 rebanho em positivo e negativo, minimizando assim a transmisséo do BLV. Quando o indice
é baixo o recomendado é testar e eliminar os animais positivos (BRUNNER et al.,1997). Na
entrada de qualquer bovino na propriedade, devera ser realizado o exame de LEB deixando-0s
isolados, uma vez que em uma infeccdo recente o animal possa néo ter anticorpos contra o VLB
(MODENA et al., 1983). No Brasil a LEB esta relacionada na Lista de Doencas de Notificagdo
Obrigatoria do Mapa que requerem notificacdo mensal de qualquer caso confirmado (BRASIL,
2013).

A transmissdo do BLV ocorre, sobretudo por via iatrogénica e horizontal (HOPKINS e
DIGIACOMO, 1997). Vacas infectadas podem transmitir o virus pela via transplacentaria, leite
e colostro sendo a ocorréncia da infeccdo pela via vertical menos frequente (SANTOS e
ALESSI, 2016). A disseminacdo do BLV relacionada as praticas de manejo adotadas
principalmente em sistemas de criacdo mais intensivos (HOPKINS e DIGIACOMO, 1997).

A doenca € negligenciada pela maioria dos produtores, ja que 30 a 70% dos animais
infectados progidem para um quadro de linfocitose persistente, resultante do aumento no
namero de linfécitos B circulantes por periodos prolongados e apenas 0.1 — 10% dos animais
infectados, geralmente em animais acima de 3 anos de idade, desenvolvem tumores
(linfossarcoma de células do tipo B) (OIE, 2018a).

Os sinais clinicos observados na LEB sdo determinados, em grande parte, pela
localizagdo dos tumores e os animais acometidos sdo descartados precocemente por outros
transtornos, como infertilidade e queda na produgéo de leite. O aumento de linfonodos

superficiais pode ser comum, mas esta hipertrofia pode também ocorrer apenas em tecidos
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linfoides viscerais, que eventualmente podem ser palpados por exame retal (JOHNSON;
KANEENE, 1991). Os sinais clinicos incluem distdrbios digestivos, cardiorrespiratorios,
reprodutivos (vagina e utero), oftalmico (exoftalmia), inapeténcia, perda de peso, debilidade
geral e, eventualmente, manifestaces neuroldgicas (paresia), decorrentes do desenvolvimento
do linfossarcoma (RADOSTITIS et al., 2002; RAVAZZOLO e COSTA, 2007; AZEDO, 2007).
Os orgaos mais acometidos sdo o coragdo, abomaso e linfonodos (MODENA, 1981). Lesdes
nos orgaos reprodutores sao pouco frequentes (BRAGA; VAN DER LAAN, 2001; SILVA et
al., 2008), mesmo que todas as partes dos 6rgaos reprodutores possam apresentar alteracées e
causar infertilidade. Dependendo da fase da gestacao, pode haver morte fetal, aborto ou distocia
a depender do tamanho e localizacdo das tumoracGes (MODENA, 1981).

O aumento da ocorréncia de doencas com possivel etiologia infecciosa (mastite,
bronquite e problemas de casco), foi associada com a ocorréncia da LEB. Brenner et al. (1989),
encontraram uma associacao positiva entre a infeccdo por BLV e a auséncia da recuperacéo
espontanea em casos de micose, evidenciando assim um comprometimento da resposta imune
em vacas infectadas pelo virus.

No Brasil a LEB é conhecida desde 1943 (Rangel e Machado), e tem sido demonstrada
em praticamente em todo territorio nacional. O transito de animais infectados, sem os devidos
cuidados sanitarios, disseminou a doenca pelo pais (CARNEIRO et al., 2003; PINHEIRO
JUNIOR et al., 2013). Estudos soroldgicos em diversos estados brasileiros demostraram
elevados indices de prevaléncia de infeccdo pelo BLV em bovinos variando entre 5,1%
(BIRGEL JUNIOR et al., 2006) e 70,9% dependendo da UF do estudo (LEITE et al., 1984;
MEIRELLES et al., 2009).

No Brasil, a prevaléncia da infec¢cdo pelo BLV em animais é extremamente heterogénea
entre os estados, devido as diferencas metodoldgicas dos estudos e fatores regionais (TOSTES,
2005). Diversos estudos de prevaléncia realizados no pais tém demonstrando o avanco da LEB
e a ampla disseminacéo da infeccdo pelo BLV nos rebanhos bovinos brasileiros. A prevaléncia
média nacional em animais variou entre 23,7% (7.862/33.000) a 37% a depender da aptiddo
dos rebanhos analisados, sendo que em média 58,9% (656/1.113) dos rebanhos estudados
foram positivos ao teste de diagnostico da LEB (BIRGEL JUNIOR et al., 2006; FERNANDES,
etal., 2009; TAVORA e BIRGEL, 1991 apud TOSTES, 2005). As maiores taxas de prevaléncia
sdo comumente relatadas na regido Sudeste e Centro-Oeste (FERNANDES et al., 2009;
PEREIRA et al., 2013).
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No trabalho de Fernandes et al. (2009), que considerou para o célculo diversas racas
e sistemas de criacdo, foram estimadas as seguintes prevaléncias médias nas diversas regides
do pais: 39,8% (4.821/ 12.110) no Sudeste; 23,9% no Centro-Oeste; 17% no Norte; 14,18% no
Sul (2.053/14.476) e 13,86% no Nordeste (756/5.454). Em outra publicagéo, que utilizou como
base as médias obtidas em multiplos estudos de prevaléncia da LEB em bovinos leiteiros,
Pereira et al (2013) estimaram as seguintes prevaléncias médias nas regides do Brasil: Sudeste,
46,72%; Centro-Oeste, 40,13%; Sul, 34,41%; Nordeste, 29,94 e Norte, 18,30%. Ao realizar o
trabalho os autores reuniram dados de todo territério nacional, realizaram assim a média de
diversas pesquisas brasileiras para estimar uma taxa de prevaléncia de animais infectados pelo
BLV.

O impacto do BLV na saude publica, especialmente na participacdo na patogénese do
cancer de mama em humanos, ainda é pouco compreendido. Porém, tendo em vista a falta de
consenso e as informacdes emergentes sobre a participacdo do BLV no cancer de mama
humano, é prudente encorajar o monitoramento e a criacdo de programas de controle da
disseminacédo do BLV, especialmente na bovinocultura de leite (LAWSON et al., 2018).

O presente trabalho apresenta informac@es acerca da situacdo epidemioldgica da LEB
no Distrito Federal, visto que nesta regido existem relatos sobre a ocorréncia da doenga (SILVA
et al., 2008). O estudo teve como objetivos estimar a prevaléncia e identificar fatores de risco
associados a LEB em rebanhos bovinos e animais do DF, a fim de avaliar os possiveis impactos
da doenca e delinear acdes de vigilancia voltadas para seu controle, além de subsidiar medidas
sanitarias dos criadores da regido.

MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas neste estudo derivaram do banco de soros do inquérito
soroepidemioldgico de brucelose e tuberculose bovina realizado pela Seagri no Distrito Federal
em 2015.

As atividades de campo foram desenvolvidas no periodo de julho a dezembro de 2015
e incluiram a coleta de amostras bioldgicas dos animais sorteados e a aplicacdo de um
questionario epidemioldgico em cada propriedade amostrada com finalidade de levantar as
caracteristicas produtivas e tecnoldgicas relacionadas ao manejo produtivo e sanitario dos
rebanhos do DF. As propriedades foram selecionadas aleatoriamente e distribuidas de forma

proporcional a quantidade de propriedades existentes cadastradas em cada uma das cinco
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unidades operacionais do servico oficial de defesa sanitaria animal do Distrito Federal. A
adesdo ao estudo foi voluntéria.

A populacdo-alvo do estudo foi constituida pelo conjunto das propriedades que
continham rebanhos bovinos com atividade reprodutiva, ou seja, com a presenca fémeas adultas
de idade igual ou superior a 24 meses. Com o objetivo de alcangar um maior poder de analise
e destacar possiveis diferencas populacionais relacionadas a presenca da LEB, optou-se por
dividir as propriedades do DF em duas subpopulacgdes, de acordo com o tamanho de seus
rebanhos.

A primeira subpopulagdo, de rebanhos menores, foi formada por aquelas propriedades
com menos de 15 (quinze) fémeas com mais de 24 (vinte e quatro) meses, isto é, em idade
reprodutiva. A segunda subpopulacdo, de rebanhos grandes, foi constituida por aquelas
propriedades com 15 (quinze) ou mais fémeas em idade reprodutiva.

Foram excluidas da amostra fémeas em periodo de periparto (15 dias antes ou ap6s o
parto), pois o teste de IDGA apresenta limitacGes para identificar baixos titulos de anticorpos,
no periodo proximo ao parto (FLORES et al., 1989).

Considerando o quadro amostral de propriedades com rebanhos bovinos do Distrito
Federal a época e as duas subpopulagdes criadas para melhor descrever a prevaléncia da doenca
em populagdes distintas, foram identificados 2.082 rebanhos pequenos e 645 rebanhos grandes,
totalizando 2.727 rebanhos que possuiam fémeas em atividade reprodutiva.

O estudo amostral foi entdo realizado em duas etapas. Na primeira etapa, foram
selecionadas de forma aleatdria simples, para cada subpopulagdo, um nimero pré-estabelecido
de propriedades. Na segunda etapa, foram selecionados, de forma aleatéria sistematica, um
namero pré-estabelecido de animais em cada rebanho.

O numero de propriedades a serem sorteadas em cada subpopulacdo foi calculado
utilizando a ferramenta Epitools® (SERGEANT, 2018). Para a subpopulacdo de rebanhos
menores, foram utilizados os seguintes parametros: prevaléncia estimada de 80%, nivel de
confianca de 95%, erro amostral de 5%, em uma populacdo finita de 2.082 propriedades. Para
a selecdo de propriedades com rebanhos grandes, os seguintes parametros foram utilizados:
prevaléncia estimada de 90%, nivel de confianca de 95%, erro amostral de 5%, em uma
populacéo finita de 645 propriedades. O célculo gerou um ndmero minimo a selecionar de 115
propriedades com rebanhos grandes e 221 com rebanhos pequenos. Esses parametros foram
estimados de acordo com os diversos relatos da prevaléncia da LEB em propriedades
amplamente descritos na literatura (BIRGEL JUNIOR, et al., 2006; FERNANDES et al., 2009).
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Foi também considerado a maior prevaléncia em rebanhos grandes quando comparado aos
rebanhos pequenos (TOSTES, 2005).

A faixa etéria dos animais amostrados justifica-se por ser a de maior prevaléncia da
LEB e a que sofrera os maiores impactos negativos em termos produtivos em decorréncia da
infeccdo. A escolha de fémeas para representar a amostragem foi motivado pela maior
prevaléncia da doenca em rebanhos leiteiros (JOHNSON e KANEENE, 1992), sendo o BLV
encontrado em maior frequéncia nessa tipologia produtiva e em animais maiores de 24 meses
de idade. A tendéncia dos rebanhos acometido pelo BLV é a prevaléncia aumentar conforme
a idade (LEUZZI JUNIOR et al, 2003). Devido as limitacdes para identificar baixos titulos de
anticorpos, especialmente em infeccdes recentes, é preferivel a realizacdo dos exames em
animais adultos que apresentem resposta adequada de anticorpo e um menor indice de falsos
negativos (EVERMANN e JACKSON, 1997).

Para o célculo amostral do nimero de animais a serem selecionados dentro de cada
propriedade, assumiu-se uma prevaléncia intra-rebanho de 40% em propriedades consideradas
grandes e de 50% em propriedades consideradas pequenas (RAMIREZ et al., 2016;
BAUERMANN et al., 2017), e valores de 85% de sensibilidade e 95% de especificidade para
0 IDGA (TECPAR®, Brasil; MATOS et al., 2005). Utilizando-se a ferramenta Epitools®
(SERGEANT, 2018), foram executadas simulacdes com diferentes tamanhos de amostras de
forma a definir um ndmero minimo de animais do rebanho a serem amostrados que permitisse
classificar a propriedade como positiva ou negativa para a infeccdo pelo virus da leucemia
bovina (BLV). O tamanho da amostra escolhido foi aquele que permitiu valores de
sensibilidade e especificidade de rebanho de no minimo 80% e 95%, respectivamente.

Sendo assim, nas propriedades com menos de 15 fémeas com mais de 24 meses de idade,
foram selecionadas no minimo 5 amostras. Caso as propriedades com menos de 15 fémeas com
mais de 24 meses de idade tivessem menos de 5 animais, todas as amostras seriam selecionadas.
Em propriedades com 15 fémeas ou mais em idade reprodutiva, foram analisadas ao menos 7
amostras. Sendo entdo amostrados um total de 1644 animais.

Rebanhos que apresentaram ao menos um animal reagente positivo foram considerados
positivos.

A selecdo das amostras dos animais foi realizada pelo método de amostragem aleatoria
sistematica e de acordo com o nimero de amostras existentes no banco de soros e a ser
amostrado por rebanho.

Os questionarios epidemioldgicos foram aplicados por médicos veterinarios e técnicos
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agropecudrios do quadro de servidores da Seagri, treinados, a fim de assegurar a padronizacéo
dos procedimentos.

Para o diagndstico laboratorial da leucose enzodtica bovina, os soros dos animais
amostrados foram submetidos a técnica soroldgica de imunodifusdo em gel de agar (IDGA)
para a deteccdo especifica de anticorpos contra a glicoproteina gp51 presente no envelope do
BLV. Para isso, foi utilizada a prova de imunodifusdo IDGA/gp51 produzida pelo Instituto
Tecnologico do Parand (TECPAR®), conforme recomendacdo do fabricante. O teste foi
realizado em uma lamina de microscopia 25x76mm, onde foi adicionado 4,5mL de &gar a 0,9%
diluido em tampéo fosfato (pH 7,3). Apos solidificacdo, os pogos foram perfurados com
cortador padrdo com sete orificios (seis periféricos e um central) medindo 4mm de diametro,
distanciados 3mm entre si. No poco central, foi pipetado 25uL do antigeno e nos pocos
periféricos, foram adicionados 25uL do soro controle positivo e dos soros teste, alternadamente,
totalizando trés soros teste por roseta. Cada lamina continha trés rosetas, totalizando nove soros
teste por lamina. Apds 72 horas de incubacdo em camara Umida a temperatura ambiente,
procedeu-se leitura com auxilio de luz indireta contra fundo escuro (TECPAR®). Os testes
foram realizados no Laboratério de Retroviroses da Escola de Veterindria da UFMG -
RETROLAB.

Analises Estatisticas

As analises dos dados foram realizadas no Laboratorio de Epidemiologia Veterinaria
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia
(Epiplan/FAV/UnB), com auxilio do software STATA®, versao 12 (STATACORP, 2011).
Para cada subpopulacdo, a estimativa da prevaléncia de LEB em rebanhos baseou-se na razéao
entre propriedades classificadas como positivas na amostra e o total de propriedades amostradas
na subpopulacdo (DOHOO et al., 2010).

Considerando que o conjunto de propriedades representam a unidade amostral
priméaria e a 0s animais de cada rebanho representam a unidade amostral secundaria, para o
calculo da prevaléncia no DF foi necessario analisar os resultados em relacdo a subpopulacéo
e propriedade. Assim, o peso (P1), exercido por cada propriedade amostrada em relacéo a
subpopulacéo, para fins de calculo de prevaléncia no DF, foi dado conforme a expressao:

P1 = _Numero de propriedades existentes na subpopulacéo
NUamero de propriedades amostradas na subpopulagéo
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Para a estimativa da prevaléncia de LEB em animais, o célculo considerou a
amostragem de conglomerados feita em dois estagios. Assim, para o célculo da prevaléncia
distrital considerou-se o peso (P2) exercido por cada fémea de idade igual ou superior a 24

meses amostrada em relacao ao seu rebanho e, em seguida, na respectiva subpopulacéo:

P2 = Fémeas > 24meses na propriedade X Fémeas > 24meses na subpopulacéo
Fémeas > 24meses amostradas na Fémeas > 24meses nas propriedades amostradas na
propriedade subpopulacéo

As informacg6es foram armazenadas usando um banco de dados eletrénico, sendo a
andlise estatistica conduzida com o apoio do programa STATA 12 (STATACORP, 2011).
Como etapa inicial da caracterizacdo produtiva do Distrito Federal e dos possiveis fatores de
risco associados a LEB, foi realizada uma analise descritiva das variaveis levantadas pelo
questionario epidemioldgico. Conforme a necessidade, algumas varidveis qualitativas foram
reagrupadas, sendo que a categoria com prevaléncia mais baixa foi fixada como referencial para
comparacdo e estimativa da odds ratio, na etapa da regressdo logistica. Essa etapa foi
fundamental para a verificacdo do efeito de cada variavel analisada em relacdo a presenca da
doenca no rebanho, possibilitando o detalhamento e 0 agrupamento de categorias visando o
adequado direcionamento das discussoes.

Para a analise de fatores de risco para a LEB no DF, inicialmente, foi feita uma analise
exploratdria das seguintes variaveis em relacdo a presenca da leucose enzodtica bovina nas

propriedades, usando o teste do Qui-Quadrado (y2):

e Tipo da exploragdo (corte, leite ou mista);

e Tipo de criacdo (extensivo, semi-confinado ou confinado);

o Classificacdo da propriedade (rural classica, aldeia indigena, assentamento ou periferia

e urbana);

e NuUmero de ordenhas por dia

e Presenca de ordenha (sim ou nao);

e Tipo da ordenha (ndo ordenha, manual, mecanica ao pé ou mecanica em sala de
ordenha);

e Uso de inseminacdo artificial (ndo usa, usa inseminacdo artificial e touro, sO usa

inseminacao artificial);
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Raca predominante de bovinos (zebu, europeu de leite, europeu de corte, mestico, outras
racas);

Aquisicdo de bovinos nos ultimos 2 anos (sim ou ndo) e se introduziu fémeas ou
machos bovinos com finalidade de reproducéo (sim ou ndo);

Aluguel de pasto;

Pastos em comum com outras propriedades;

Compartilha de outros itens com outras propriedades (sim ou ndo). Se compartilhar,
que tipo de item (insumos, equipamentos ou funcionarios);

Entrega de leite (cooperativa, laticinio, direto ao consumidor ou ndo entrega);
Resfriamento do leite (sim ou néo);

Producéo de gueijo, manteiga ou outro produto lacteo na propriedade (sim ou nao).
Assisténcia veterinaria (possui ou ndo). Se sim, de que tipo (veterinario da cooperativa
ou particular);

Numero de bovinos comprados no ultimo ano, e de quantas fazendas;
Compartilhamento de aguadas/bebedouros com animais de outras propriedades;
Existéncia de piquete separado para fémeas na fase de parto e/ou pds-parto.

NUmero de vacas em lactacéo;

Producdo diria de leite na propriedade;

Producéo diéria de leite por vaca.

Na proxima etapa procedeu-se a analise univariada das variaveis do questionario cuja

associacao com a presenca ou auséncia de LEB no rebanho apresentava plausibilidade bioldgica

ou epidemioldgica. Aquelas cujo nivel de significancia (p) foi igual ou menor a 0,20 foram

submetidas ao modelo de regressdo logistica multivariavel.

O método utilizado para obtencdo de um modelo estatistico foi o de eliminagédo

hierarquica (Hierarchical Backward Elimination), permanecendo no modelo final somente as

variaveis que apresentaram o valor de p < 0,05. O modelo foi elaborado no formato design-

based, conforme sugerido por Hosmer, Lemeshow e Sturdivant (2013). Este formato considera

0 peso de cada propriedade amostrada nas duas subpopulacdes de amostragem, fornecendo

resultados mais adequados para inferéncia populacional do efeito dos fatores de risco.
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RESULTADOS

O numero de unidades primérias de amostragem de cada subpopula¢éo foi distribuido
de forma proporcional & quantidade de propriedades existentes em cada uma das cinco unidades
operacionais do servico oficial de defesa sanitaria animal do Distrito Federal.

No presente estudo foram amostradas 336 propriedades, das quais 224 possuiam
rebanhos considerados pequenos e 112 eram considerados rebanhos grandes, e 1644 animais.
A Tabela 1 demostra os dados censitarios da populacdo bovina do Distrito Federal a época do

estudo e a amostragem por subpopulacéo.

Tabela 1. Dados censitarios da populacdo bovina do Distrito Federal, por tamanho de rebanho,
2015.

Rebanhos com atividade
Tamanho ) Fémeas com > 24 meses
de reprodutiva
rebanho*  Existentes Amostrados Existentes Amostradas
Menores 2082 224 10336 864
Maiores 645 112 33337 780
TOTAL 2727 336 43673 1644

* Rebanhos menores apresentavam menos de 15 fémeas com mais de 24 meses. Rebanhos
maiores apresentavam 15 ou mais fémeas com mais de 24 meses

Dos 336 rebanhos, 247 foram classificados como positivos para LEB, sendo 148
dentre os rebanhos menores e 99 dentre os rebanhos com 15 ou mais fémeas. Dos 1644 animais
amostrados no Distrito Federal, 766 foram classificados como positivos. Dos 766 animais
reagentes positivos, 382 pertenciam a rebanhos menores e 384 pertenciam a rebanhos maiores.

A influéncia da idade dos animais considerando os resultados dos testes diagnosticos
(IDGA) ficou evidente, como pode ser observado no Boxplot elaborado com o software IBM
SPSS® 2.0 (figura 4). Cerca de 50% dos animais amostrados que foram classificados como
positivos para a LEB possuiam 5 anos de idade e quando consideramos apenas 0s animais
negativos, 50% dos animais tinham apenas 4 anos de idade. Evidenciando assim a tendéncia

dos animais acometido pela LEB serem mais velhos do que os animais negativos.
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Figura 4. Boxplot da idade dos animais, conforme resultado no teste diagnéstico para LEB,

por subpopulagéo no Distrito Federal.

Os calculos de prevaléncia foram ponderados para respeitar as proporcdes reais de
cada subpopulacéo.
Na tabela 2 encontra-se as prevaléncias aparentes de rebanhos, por tamanho de

rebanho, no Distrito Federal.

Tabela 2. Prevaléncia aparente de rebanhos infectados pelo BLV no Distrito Federal, por
tamanho de rebanho.

0
Tamanho de  N° de rebanhos Prevaléncia aparente (%) Intervalo de confianga (95%)

rebanho* positivos

Menores 148 66,07 [59,83 — 72,30]

Maiores 99 88,39 [82,43 — 94,35]
Total 247 71,35 [66,30 — 76,39]

*Rebanhos menores apresentavam menos de 15 fémeas com mais de 24 meses. Rebanhos
maiores apresentavam 15 ou mais fémeas com mais de 24 meses.
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Foi verificada uma propor¢do média de 60,06% de animais infectados nas
propriedades positivas, sendo que o indice de soropositividade foi bastante heterogéneo entre
as propriedades, variando de 14,28% a 100% de animais acometidos dentre os 247 rebanhos

positivos.

Na tabela 3 exibe-se as prevaléncias aparentes em fémeas com 24 meses ou mais de

idade, por tamanho de rebanho, no Distrito Federal.

Tabela 3. Prevaléncia da infecgdo pelo BLV em fémeas com 24 meses ou mais de idade no
Distrito Federal, por tamanho de rebanho.

Tamanho de  N°de animais o .
Prevaléncia aparente (%) Intervalo de confianga (95%)

rebanho* positivos

Menores 382 45,42 [40,52 — 50,31]

Maiores 384 35,45 [21,94 — 48,96]
Total 766 37,81 [26,91 - 48,71]

*Rebanhos menores apresentavam menos de 15 fémeas com mais de 24 meses. Rebanhos
maiores apresentavam 15 ou mais fémeas com mais de 24 meses

Os calculos ponderados estimaram uma prevaléncia de 71,35% [IC 95%: 66,30-76.39]
de LEB em rebanhos e 37,81% [IC 95%: 26,91-48,71] em fémeas com idade igual ou superior
a 24 meses de idade. As medidas pontuais de prevaléncia estimada na subpopulagao de rebanhos
revelaram ser mais elevadas na subpopulacgao constituida por rebanhos maiores. A prevaléncia
estimada na subpopulacao de animais foi maior em rebanhos menores, embora niao se possa
afirmar com 95% de confianga que haja diferenca das prevaléncias entre as subpopulagdes com
base nos intervalos de confianca.

Na tabela 4 foi considerada a populagdo estudada e as prevaléncias em rebanhos no
DF conforme tamanho de rebanhos ¢ com base nos intervalos de confianga. A partir do valor
da prevaléncia no DF foi possivel estimar o nimero provavel de rebanhos infectados pelo BLV

existentes no Distrito Federal.
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Tabela 4. Estimativa do nimero de rebanhos infectados pelo BLV no Distrito Federal.

Prevaléncia Numero provavel de

Tamanho de Rebanhos rebanhos infectados
rebanho* cadastrados  Limite Valor  Limite Limite  Valor  Limite
inferior médio Superior inferior médio Superior

Menores 2.082 0,5983 0,6607 0,7230 1246 1376 1505

Maiores 645 0,8243 0,8839 0,9435 532 570 609

*Rebanhos menores apresentavam menos de 15 fémeas com mais de 24 meses e rebanhos
maiores apresentavam 15 ou mais fémeas com mais de 24 meses.

A figura 5, elaborada com auxilio do software Qgis® (QUANTUM, 2017), mostra

graficamente a localizagdo dos rebanhos positivo.
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Figura 5. Mapa da distribuicao espacial dos rebanhos amostrados e positivos para Leucose
Enzodtica Bovina no Distrito Federal.
Apds a andlise exploratéria dos dados, foi realizada a analise univariada das variaveis

obtidas a partir do questionario, que representavam alguma associacdo com a infecgdo pelo
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BLV em rebanhos. Os resultados podem ser visualizados na tabela 5.

A variavel “tipo da exploragdo”, pela caracteristica produtiva no DF, foi recategorizada
e agrupadas em “corte” e “leite/mista”, sendo que a tipologia produtiva associada a exploracao
“leite/misto” apresentou um maior risco de apresentar LEB, corroborando com estudos que
demonstraram uma prevaléncia maior da doenca em rebanhos leiteiros (CAMARGOS et al.
2002; RADOSTITS et al., 2002). A variavel “nimero de ordenhas por dia”, com intuito de
simplificar a analise, foi recategorizada em “presenca de ordenha”, sendo a resposta afirmativa,
quando os animais eram ordenhados 1 ou mais vezes ao dia ou negativa quando o0s animais nao
eram ordenhados.

As variaveis “producdo diaria de leite por vaca”, “producdo diaria de leite por
propriedade” e “numero de vacas em lactagdo” foram categorizadas ap0s a analise descritiva
da producdo média de leite de acordo com a realidade observada no Distrito Federal, sendo
observada producdo média de 50 litros de leite por dia em propriedades e média geral de
producdo por vaca de aproximadamente 7 litros por dia.

Para a regressdo logistica, foram selecionadas as seguintes variaveis: "Tipo de
exploragdo”, “ Presenca de ordenha”, “Tipo de ordenha”, “Entrega leite”, “Entrega leite para
Laticinio”, “Resfria leite”, “Produz Queijo e Manteiga”, “n° de Vacas em lacta¢ao”, “Producao

diaria de Leite por Propriedade”, “Produgéo diaria de Leite por Vaca”.
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Tabela 5. Analise univariada indicando varidveis com p-valor < 0,20, testadas para associa¢ao
com rebanhos positivos para o BLV.

Variavel Negativos Positivos p-valort
Tipo de exploragédo 0.003
Corte 20 25
Leite / Misto 69 222
Presenca de ordenha 0.000
Sim 50 195
Né&o 39 52
Tipo de ordenha 0.000
Né&o ordenha 30 42
Ordenha mecéanica 2 34
Ordenha manual 57 171
Entrega leite 0.001
Sim 7 59
Né&o 82 188
Entrega leite para Laticinio 0.005
Sim 1 26
Né&o 88 221
Resfria leite 0.000
Sim 0 44
Né&o 89 203
Produz Queijo e Manteiga 0.012
Sim 37 141
Né&o 52 106
N° de Vacas em lactacéo 0.000
Até 3 36 53
3a7 4 51
Acimade 7 43 117
Producdo diaria de Leite / 0.002
Propriedade
Até 15L 38 67
15 a 50L 9 65
Acima de 50L 42 103
Producéo diaria de Leite / Vaca 0.005
Até 10L 46 152
10L ou mais 1 35

'p-valor ao Teste do Qui-Quadrado.

As varidveis que permaneceram no modelo final de regressao logistica com p-valor <
0,05, foram “presen¢a de ordenha” e a “subpopulacdo das propriedades”, representando o
tamanho do rebanho, conforme apresentado na Tabela 6 que indica a odds ratio e respectivos

intervalos de confianca (IC: 95%) de cada uma das variaveis.
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Tabela 6. Modelo de regressao logistica no formato design-based.

Variavel Odds Ratio IC 95% p-valor
Presenca de ordenha 3.08 [1.79 — 5.29] 0.000
Propriedades com mais 4.09 [2.12 - 7.90] 0.000

de 15 fémeas adultas

De acordo com o resultado observado na tabela 6, rebanhos onde ha presenca de ordenha

apresentam em média uma chance de 3.08 [1C95% 1.79 — 5.29], vezes maior de apresentar LEB

em relacdo aqueles rebanhos que nao sdo ordenhados. As propriedades com rebanhos maiores,

apresentam em média uma chance 4.09 [IC 95%: 2.12 — 7.90] vezes maior de apresentar LEB

do que as menores. Evidenciando assim a maior chance de introdu¢ao do BLV nas propriedades

com maiores rebanhos e com tipologia produtiva leiteira quando comparado as propriedades

que nao possuem estas caracteristicas, no DF.

Buscando caracterizar melhor o perfil das propriedades de leite mais especializadas,

tabelas cruzadas com as demais caracteristicas produtivas associadas a producdo foram criadas.

Tabela 7. Descricdo das propriedades (leite ou mistas) de tipologia leiteira no Distrito Federal

Variavel

<15 vacas

>15 vacas

N° de ordenhas por diat
1 ordenha
2 ou 3 ordenhas
Tipo de ordenhat
Ordenha manual
Ordenha mecénica
Resfria leitet
Sim
Néo
Armazena leite na
propriedade!
Resfriador ou

Tanque de Expanséo

157 (73.36%)
6 (19.35%)

156 (74.28%)
7 (20%)

8 (18.19%)
155 (77.11%)

8 (18.19%)

57 (26.64%)
25 (80.65%)

54 (25.72%)
28 (80%)

36 (81.81%)
46 (22,83%)

36 (81.81%)

! Propriedades de leite ou mistas.
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Devido a dindmica da producdo leiteira e as caracteristicas produtivas do DF, dentre as
292 propriedades mistas ou de leite do estudo, apenas 245 estavam ordenhando no momento
da aplicacao do questionario. As propriedades com tipologia produtiva leiteira (leite ou mistas)
que ndo estavam ordenhando no momento do inquérito tinham potencial produtivo para retomar

a ordenhar dos animais a qualquer tempo.

DISCUSSAO

A prevaléncia aparente da infecgdo pelo BLV em animais no DF foi estimada em
37,81% [IC 95%: 26,91-48,71], demostrado a disseminacdo do BLV no Distrito Federal,
evidenciando o avango da LEB pelo pais. Quando observamos o resultado do estudo, é possivel
afirmar, com 95% de confianga, que a prevaléncia em animais é similar a prevaléncia média de
rebanhos leiteiros da regido Centro-Oeste, 40,13%, e o intervalo de confianca abrange 0s
valores das prevaléncias médias estimadas nas seguintes regides do pais: Nordeste, 29,94%;
Sul, 34,41% e Sudeste, 46,72%. A regido Norte, com 18,30% é a Unica que apresentou
prevaléncia média consideravelmente menor (PEREIRA et al., 2013). As maiores taxas de
prevaléncia séo comumente relatadas na regido Sudeste e Centro-Oeste (FERNANDES et al.,
2009; PEREIRA et al., 2013).

Se considerarmos apenas 0s estudos realizados nos estados de Goias e Minas Gerais,
que séo as UFs que mais destinam bovinos ao Distrito Federal (LICURGO, 2016), o Distrito
Federal aparece com prevaléncia em animais similares ao estado de Goiés, conforme relatado
por Andrade e Almeida (1991) que demonstraram uma prevaléncia média de aproximadamente
36% (239/670) e também por Peixoto et al. (2016) que estimou uma prevaléncia de infeccdo
pelo BLV de 29,29% (765/2612) em bovinos de diversas ragas na regido do Sitio Histdrico e
Patrimonio Cultural Kalunga. Em Minas Gerais outro resultado semelhante foi relatado por
Camargos et al. (2002), no qual a prevaléncia da LEB em animais foi estimada em 38,7% no
sistema de producdo de leite tipo C. Outros estudos nacionais encontraram prevaléncias
similares as do DF, sendo que Birgel et al. (1991), amostrando rebanhos leiteiros do Estado de
Sdo Paulo, demonstrou uma prevaléncia de infeccdo pelo BLV em 42,9% (1162/2708) dos
animais e Fernandes et al. (2009), em estudo realizado em Tocantins, encontrou uma
prevaléncia em animais de 37% (326/881; IC 95%: 32,8-41,2) utilizando metodologia e
caracteristicas produtivas semelhantes ao do presente estudo, com amostragem de rebanhos

com fémeas de idade igual ou superior a 24 meses, em lactacdo e mais de 30 dias de paridas.
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No Distrito Federal a prevaléncia aparente da infec¢do pelo BLV em propriedades foi
de 71,35% [IC 95%: 66,30-76.39]. A prevaléncia de infecgdo pelo BLV em propriedades no DF
esta dentro da faixa intermediaria das prevaléncias relatadas no Brasil. Ao analisar os resultados
descritos na literatura cientifica, considerando a heterogeneidade dos métodos utilizado nos
estudos nas varias UFs, a prevaléncia da infecgdo pelo BLV em propriedades no DF demonstrou
semelhanga ao encontrado em Alagoas com 70,6% (12/17) propriedades positivas (PINHEIRO
JUNIOR et al., 2013) e 72,73% (40/55) relatado no Parand (SPONCHIADO, 2008). Em Minas
Gerais, utilizando métodos semelhantes ao do presente estudo, foram amostradas bovinos
fémeas, mesticas, com idade superior a 24 meses por meio da prova de IDGA, sendo descrita
uma prevaléncia ligeiramente acima da registrada no DF com 79,5% das propriedades com ao
menos uma amostra positiva para LEB (MACEDO et al., 2013). Prevaléncias em propriedades
com valores mais baixos quando comparados ao DF foram descritos no nordeste do Rio Grande
do Sul com 61,5% (16/26) (FRANDOLOSO, 2008) e em Garanhuns, Pernambuco com 63,2%
(12/19) (SANTOS et al., 2013). Resultados demonstrando alta prevaléncia em propriedades
foram observados no Parana por Leuzzi Junior et al., (2003) onde animais positivos estavam
distribuidos em 100% propriedades amostradas e também na regido norte de Tocantins onde
taxas de prevaléncia em propriedades atingiram 94,7% (36/38) (FERNANDES et al., 2009).

Diversos estudos demostraram fatores associados a disseminacdo do BLV entre
propriedades, dentre os principais fatores estdo: intenso fluxo de animais entre os rebanhos,
introducgdo de animais importados de outros Estados que apresentam elevados indices da LEB
sem a observancia de critérios sanitarios, principalmente provenientes da regido Sudeste,
destacando-se Sdo Paulo e Minas Gerais, (MELO, 1999; MENDES et al., 2011), e a limitacdo
do teste diagnostico (IDGA) em casos de infeccdes recentes e animais com baixa resposta
imune (REBHUN, 2000).

A proporcdo média de animais reagentes nas propriedades positivas foi em média de
60,06%, variando de 14,28% a 100% dentre as 247 propriedades positivas, corroborando com
o0s achados do estudo realizado em Pernambuco que descreveu a soropositividade dos animais
variando de 0,1% a 77,9% dentro dos rebanhos amostrados (SANTOS et al., 2013). Em estudo
realizado durante varios anos em um rebanho da universidade do Parand, foi descrita
prevaléncia dentro do rebanho estudado entre 50,3% a 80,5% (BARROS FILHO, 2010).
Achados similares foram demonstrados na Colémbia por Ramirez et al., (2016), que

descreveram uma prevaléncia intra-rebanho da LEB variando de 17,1% a 82,3%.
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Observando a taxa de animais positivos dentro dos rebanhos do DF, € encorajado a
adocdo de medidas de controle em rebanhos considerados com alta prevaléncia (> 60%), sendo
indicado testar e separar o rebanho em positivo e negativo, reduzindo assim a transmissédo do
BLV. Medidas basicas de manejo e higiénico-sanitario também devem ser adotadas,
minimizando a transmisséo iatrogénica do virus. Em rebanhos onde o indice de prevaléncia for
baixo a estratégia de testar e eliminar os animais positivos pode ser adotada (BRUNNER et
al.,1997). Na entrada de qualquer bovino na propriedade, devera ser realizado o teste
diagndstico para deteccdo da LEB com simulténea separacdo dos animais, uma vez que em uma
infeccdo recente o animal ainda pode ndo ter anticorpos detectaveis contra o BLV (MODENA
etal., 1983).

Nos rebanhos mais tecnificados e de sistemas de criacdo intensivo os animais
geralmente sdo expostos a praticas de manejo que envolvem a palpacéo retal para a inseminagédo
artificial e para o diagnoéstico de gestacdo; aplicacBes via intramuscular de diversas vacinas
contra doencas infecciosas reprodutivas, controle e tratamento de afeccdes causadas por
protozodrios e parasitas, suplementacdo de vitaminas e minerais com produtos injetaveis,
tratamentos de infec¢des do casco, tratamento de mastite, 0 uso de ocitocina no momento da
ordenha e a utilizagdo de ordenhadeira mecénica (JOHNSON e KANEENE, 1991;
FELISBERTO et al., 2017). Em rebanhos infectados, submetidos as mesmas préaticas de
manejo, 0 nimero total de animais no rebanho, além da faixa etaria, pode interferir nas taxas
de prevaléncia intra-rebanho da LEB (LEUZZI JUNIOR et al., 2001).

Para melhor caracterizar as variaveis produtivas foi realizada a analise descritiva das
propriedades (leite e mistas) com caracteristicas produtivas relacionadas a tipologia leiteira
(Tabela 7). Quando analisadas as variareis produtivas relacionadas ao tamanho do rebanho,
destacou-se que as propriedades leiteiras com rebanhos maiores ordenhavam os animais mais
vezes ao dia 80.65% (25/31), utilizavam em sua maioria a ordenha mecanica 80% (28/35) e
resfriavam leite em tanque préprio na propriedade 81,81% (36/44). Esta descri¢do corrobora a
associacdo da presenca da LEB a propriedades com tipologia produtiva leiteira mais
especializada no DF (JOHNSON e KANEENE, 1991).

A anélise de fatores de risco confirmou que a variavel relacionada a atividade leiteira é
um fator de risco associadas a presenca do BLV no rebanho, destacando a variavel relacionada
as propriedades que ordenhavam, fator que contribui para aumentar o risco da disseminagéo da
doenca. Tal achado é explicado pela caracteristica produtiva do Distrito Federal, onde as

propriedades com os maiores rebanhos, sdo as que de fato possuem producdo com alguma
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especializacdo na atividade leiteira e com préaticas de manejo caracterizadas por sistemas mais
intensivos de criacdo com determinado grau de tecnificacao.

Os resultados séo coerentes com os achados em diversos estudos sobre os fatores de
risco para LEB nas unidades federativas do Brasil, nos quais foram identificados que as
principais variaveis associadas a presenca da doenga estdo relacionadas as criacdes leiteiras em
sistemas intensivos (BIRGEL et al., 1995; BRAGA et al., 1998). A ocorréncia da LEB
encontra-se associada ao manejo implementado nas criacOes leiteiras, em decorréncia da
presenca de animais de ciclo produtivo longo, com idade média mais alta, muitas vezes sem
sinais clinicos evidentes e que sdo submetidos a sistemas intensivos de criacdo que adotam
praticas tecnificadas, fatores estes considerados de grande relevancia na génese da doenca
(D’ANGELINO, 1991; BRAGA et al., 1998; SPADETTO et al., 2013).

Assim, a associagdo estatistica da LEB no DF, e a préatica de ordenhar ndo deve ser
interpretada simplesmente como uma associagao de causalidade direta, mas como indicativo da
tipologia produtiva adotada nas propriedades leiteiras que costumam estar mais sujeitas a
presenca da doenca (MENDES et al.,, 2011). O modelo logistico, desta forma, deve ser
interpretado como um modelo preditivo da presenca da LEB nas propriedades rurais do DF, e
ndo como um modelo que sugere fatores de risco causais. A disseminacdo do BLV esta
intimamente relacionada as praticas de manejo adotadas principalmente em propriedades com
sistemas de criacdo intensivos, com maior indice produtivo e que normalmente adotam a
ordenha mecanica, resultando em maior risco da transmissdo horizontal de linfocitos infectados
pelo virus. (HOPKINS e DIGIACOMO, 1997).

O tipo de manejo adotado em propriedades leiteiras, relacionados a maior densidade
de animais no curral e o tipo de manejo das vacas sdo fatores de risco apontados. A ordenha
mecanica aparece com certa frequéncia na literatura como fator de risco quando comparado a
ordenha manual. Essas variaveis podem estar relacionadas a padrdes higiénicos e as BPF (boas
praticas de fabricacdo), ja que quando a ordenha mecanica nao € higienizada da forma correta,
é possivel tornar uma fonte de disseminacdo do BLV (ORTEGA et al., 2016).

Também foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os rebanhos com
mais de 15 fémeas adultas, sendo observado maior risco de ocorréncia da LEB em rebanhos
maiores (Tabela 6), corroborando com o observado nos estudos de Digiacomo (1992) e de
Johnson e Kaneene (1991). O aumento na taxa de infecgcdo do BLV em relacdo ao tamanho dos
rebanhos provavelmente é decorrente da intensificagdo das praticas de manejo as quais séo

submetidas as fémeas em idade reprodutiva e 0 tempo que 0S animais permanecem em
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atividade, proporcionando a transmisséo direta do virus dentro do rebanho. A manutencdo dos
animais em boas condi¢fes nutricionais e sem a presenca evidente de sinais clinicos retarda o
descarte de animais e favorece a manutencdo e disseminacdo do BLV no rebanho, devido a
cronicidade da doenga e o convivio intimo e prolongado entre bovinos sadios e BLV positivos
(BIRGEL et al., 1995; BRAGA et al., 1998; MELO, 1999).

Em analise dos dados da bovinocultura no Distrito Federal evidenciou uma tendéncia
de produtores com rebanhos maiores movimentarem mais animais, podendo contribuir para a
disseminacéo da doenca (LICURGO, 2016).

O numero estimado de propriedades infectadas pelo BLV no Distrito Federal sugere que
a quantidade de focos registrados anualmente através de vigilancia passiva no Distrito Federal

é subestimado?. Os veterinarios e produtores rurais precisam de mais informagGes sobre os

impactos econdmicos e produtivos que a doenca ocasiona, possibilitado uma maior
sensibilidade do sistema de vigilancia, por conseguinte, incrementando o numero de
notificacBes ao SVO, conforme preconizado na Instrucdo Normativa n° 50 do Mapa (BRASIL,
2013).

Evidenciando os efeitos negativos da infeccdo pelo BLV em rebanhos leiteiros e as
significativas perdas econdmicas ocasionadas pela LEB, especialmente para pequenos
produtores, Rhodes et al., (2003), estimaram o custo médio anual da infeccdo subclinica pelo
BLV, a uma prevaléncia de infeccdo de 50% dentro do rebanho, em US$ 6.406. No mesmo
estudo, os autores estimaram 0s custos anuais para implementar um programa basico de
controle de teste e gerenciamento para a LEB em US$ 1.765. Portanto, considerando os
resultados do presente estudo, evidenciando que a LEB estd extensamente distribuida nos
rebanhos do DF com a proporcdo média de animais infectados dentro dos rebanhos positivos
estimado em 60,06%, a depender do tamanho do rebanho, é possivel inferir que um programa
basico de controle de BLV pode ser economicamente vantajoso em rebanhos da regido,
considerando que a propor¢do media de animais infectados nos rebanhos do DF € maior que 0s
12,5% considerados no estudo de Rhodes et al., (2003), como taxa minima para viabilizar

economicamente um programa de controle bem sucedido.

! Informacado do Nucleo de Epidemiologia e Transito da Secretaria de Agricultura, Abastecimento e
Desenvolvimento Rural do Distrito Federal
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CONCLUSOES

Pode-se concluir, com base nos dados obtidos no estudo, que a infeccdo pelo BLV se
encontra amplamente distribuida nos rebanhos bovinos do Distrito Federal, com maior
prevaléncia em rebanhos de maior tamanho, especializados na producdo leiteira e que
incorporam algum grau de tecnologia a producao.

As préaticas de manejo relacionadas aos rebanhos leiteiros e o tipo de criacdo (semi-
intensiva ou intensiva) usadas neste tipo de producdo propiciam a introducéo, a disseminacgao
e a manutengdo do BLV, tornando complexa a execucdo das medidas de controle
(D’ANGELINO et al., 1998).

A elevada prevaléncia da infeccdo pelo BLV no DF, confere a necessidade da criacao
de programa sanitario especifico que priorize acbes de vigilancia baseada em risco,
direcionadas principalmente para propriedades com rebanhos bovinos leiteiros de maior
produtividade, resultando em medidas estratégicas que visem a diminuicdo da infeccdo pelo
BLV em cria¢des consideradas de maior risco.

Além da alta prevaléncia da infeccdo pelo BLV a caracteristica produtiva do Distrito
Federal pode ser um importante entrave para o controle da disseminacdo do BLV,
principalmente devido aos custos inerentes aos programas de controle da doenca em
propriedades com alta proporcdo de animais infectados.

Acles de educacdo em salde e assisténcia técnica especializada sdo essenciais para
conscientizar os produtores rurais da importancia do correto manejo higiénico-sanitario do
rebanho, da necessidade da exigéncia de testes negativos para a introducdo de novos animais
no rebanho, da relevancia de testar e separar o rebanho soropositivo e da importancia da
notificacdo dos casos diagnosticados as autoridades de saude animal, possibilitando o correto
monitoramento e deteccdo da LEB, permitindo a evolucdo no controle da doenca no Distrito

Federal.
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