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Resumo

A leucose bovina ¢ causada por um virus oncogénico do género Deltaretrovirus, causando prejuizos associados a queda dos
indicadores produtivos e restricdes a exportacdo de bovinos e derivados. A doenga tem um periodo de incubagio prolongado
entre 1 e 5 anos e os anticorpos podem ser detectados 2 a 3 semanas ap6s a infeccdo. A doenca pode se apresentar de forma
assintomatica, e evoluir para linfocitose persistente ou linfossarcoma. O objetivo do estudo foi estimar a prevaléncia e os
fatores de risco associados a leucose bovina em Villavicencio, Colombia. Amostras de sangue foram coletadas de 636
animais, obtidos aleatoriamente de 24 rebanhos. As amostras foram analisadas com o kit Competition ELISA para detec¢ao
de anticorpos anti-gp51. Foram coletadas informagdes sobre possiveis fatores de risco, se realizo um analise univariado
entre as variaveis ¢ a presenga da seropositividad a leukosis bovina mediante o calculo do OR e X2 as variaveis
estatisticamente significativas com p<0,05 foram incluidas em uma analise multivariada de regressdo linear. A
soroprevaléncia geral foi de 24,6% e a soroprevaléncia do rebanho foi de 83,3%. A soroprevaléncia foi de 21,3% em machos
e 25,0% em fémeas. Os fatores de risco identificados foram: aborto, vacas ndo reprodutivas, inseminacao artificial e uso de
agulha comum, raca crioula e exposi¢des de gado. O estudo confirmou a presenca de leucose bovina associada a fatores
reprodutivos e de manejo.

Palavras-chave: linfocitose persistente bovina; linfoma bovino; virus infeccioso cronico bovino; leucose bovina; ELISA.

Abstract

Bovine leukosis is caused by an oncogenic virus of the genus Deltaretrovirus, causing losses associated with decreased
production indicators and restrictions on exports of cattle and cattle products. The disease has a prolonged incubation period
of between 1-5 years and the antibodies can be detected 2-3 weeks post infection. The disease can present
asymptomatically, and develop persistent lymphocytosis or lymphosarcoma. The objective of this study was to estimate the
prevalence and risk factors associated with bovine leukosis in Villavicencio, Colombia. Blood samples were taken from 636
animals, and obtained randomly from 24 herds. The samples were analysed using a Competition ELISA kit for the detection
of anti-gp51 antibodies. Information on possible risk factors was collected, then OR and X? were calculated, and statistically
significant with p < 0.05 variables were included in a linear regression multivariate analysis. The general seroprevalence
was 24.6% and the herd seroprevalence was 83.3%. The seroprevalence was 21.3% in males and 25.0% in females. The risk
factors identified were abortion, non-bearing cows, artificial insemination, and use of common needles, Creole breed and
participation in cattle exhibitions. The study confirmed the presence of bovine leukosis associated with reproductive and
management factors.

Keywords: bovine persistent lymphocytosis; bovine lymphoma; bovine chronic infectious viruses; bovine leukosis;
ELISA.

1. Introducao

A leucose bovina ¢ uma das doengas neoplasicas
mais comuns em bovinos, apresentando uma alta
prevaléncia e causando grandes perdas econdmicas para o
setor pecuario V. A doenga ¢ causada por um virus RNA
oncogénico da  familia  Retroviriade,  género
Deltaretrovirus, com tropismo por linfocitos B causando
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linfocitose persistente. Mais de dez genotipos diferentes
de cepas do virus da leucose bovina foram identificados
circulando em varias localizagdes geograficas em todo o
mundo, sendo os gendtipos 1, 4 e 6 os mais
predominantes @. A doenga tem um curso clinico lento
com um periodo de incubagdo entre 1-5 anos, afetando
principalmente bovinos com mais de dois anos. No
entanto, alguns animais infectados com o virus ndo
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apresentam sinais visiveis e podem ser assintomaticos por
toda a vida, 30% dos animais infectados podem
desenvolver linfocitose persistente (LP), enquanto 2 a 5%
podem desenvolver linfossarcoma @,

A transmissdo da leucose bovina ocorre por meio
de linfécitos infectados por provirus, que sdo transmitidos
iatrogenicamente por contato com sangue € por
procedimentos cirrgicos ou de manipulagdo, como
extracdo de sangue, castracdo, vacinagdo, descorna ¢
palpagdo @. Além disso, pela transmissdo vertical, o feto
pode ser contaminado pelas vias transplacentaria e
intrauterina ou pelo canal do parto, ¢ mesmo apds o
nascimento pelo consumo do colostro ©. A transmissao
por moscas e artropodes foi relatada recentemente @. A
doenca tem sido associada ao cadncer de mama em
mulheres a partir do consumo de leite, onde estudos de
PCR molecular identificaram genes de leucose bovina em
tecido de cancer de mama ©. Além disso, um estudo de
revisao mostrou que a doenga esta associada a um maior
risco de cancer de mama .

O setor pecudrio sofre perdas econdOmicas
associadas a confiscos em plantas de abate e
processamento animal devido a presenga de
linfossarcoma clinico na carcaca. No entanto, animais
acometidos pela doenga podem apresentar alteragdes
significativas na fungdo imunolodgica, podendo causar
redu¢do na produgdo de leite, doengas infecciosas e
ineficiéncia reprodutiva (V. Em muitos paises europeus, a
leucose bovina esta sob controle oficial: 20 paises da
Unido Européia obtiveram o status de livres da doenga.
No entanto, na América Latina ainda faltam programas
oficiais para o controle da doenga. Na Colombia, as
doencgas ndo sujeitas a controle oficial, incluida a leucose
bovina, causam até 30% de infertilidade e abortos, baixas
taxas de gravidez e alta mortalidade neonatal, com perdas
anuais de mais de 108 milhdes de délares ®. Villavicencio
¢ um dos principais centros pecuarios da Colombia; a
presenca de leucose bovina na regido ¢ desconhecida.
Este estudo tem como objetivo estimar a prevaléncia e 0s
fatores de risco associados a leucose bovina no municipio
de Villavicencio.

2. Materiais e métodos
2.1. Area e populacio de estudo

Foi realizado um estudo epidemiologico
transversal no municipio de Villavicencio, que possui
uma populagdo de 108.109 bovinos @. O tamanho da
amostra foi determinado seguindo os postulados de
Dohoo (2003) 9, considerando uma soroprevaléncia
hipotética de 31,1% D, um nivel de confianga de 95%,
efeito de desenho de 1,95 e uma populacdo de 108.109 de
acordo com o censo do Instituto Colombiano
Agropecudrio (ICA). A amostra foi calculada usando o
software SPSS para um total de 636 bovinos.

2023, Cienc. Anim. Bras., V24, e-74298P

2.2. Selecao e coleta de amostras

As amostras de animais foram selecionadas por
amostragem aleatoria estratificada de 24 fazendas de
sistemas de produgdo de pecudria de dupla finalidade de
cinco vilarejos de Villavicencio, o tamanho meio do
rebanho foi de 15 animais, com um minimo de trés e um
maximo de 69. O estudo foi realizado entre os meses de
margo e agosto de 2017. Foram coletadas amostras de
sangue de 0,5 mL da veia jugular de cada animal em tubos
estéreis sem anticoagulante (Vacutainer), considerado
todos os critérios de assepsia ¢ desinfecgdo,
posteriormente as amostras foram transportadas em celas
isotérmicas para o Laboratorio de Reproducao Animal e
Genética da Universidad de los Llanos para o
processamento. As amostras foram centrifugadas a
2.000g por 10 minutos, ¢ os soros foram extraidos e
transferidos para tubos Eppendorf com uma pipeta
Pasteur e armazenados a -20 °C até a analise.

2.3. teste ELISA

As amostras foram analisadas usando o kit ID
Screen BLV  Competition ELISA da Innovative
Diagnostics Vet, que permite a detec¢do de anticorpos
anti-gp51. A leitura foi realizada usando um
espectrofotometro que mede as densidades Opticas de
amostras e controles com os quais foi feita uma relagdo do
percentual de competicdo. Consequentemente, a
densidade oOptica foi determinada em 450 nm, as amostras
positivas cujos valores foram maiores ou iguais a 0,50
densidade optica com comprimento de onda de 450 nm,
valores abaixo foram considerados negativos. O kit tem
sensibilidade de 96,3% e especificidade de 99,6%.

2.4. Estatisticas e analise de risco

Para a analise dos fatores de risco foi aplicado um
questionario epidemiologico por fazenda, onde foram
coletadas informagdes sobre as populagdes e espécies de
animais domésticos, atividades produtivas, infraestrutura,
assisténcia  técnica, saneamento e praticas de
biosseguranga. O questionario foi aplicado e padronizado
em coordenacgdo com as autoridades agricolas nacionais
do Instituto Colombiano de Agricultura (ICA). A analise
univariada para avaliar a relagdo entre a leucose bovina e
as varidveis foi realizada por meio do teste qui-quadrado
de Pearson, tabela de 2x2, calculo de OR. Para o modelo
de regressao logistica multivariada foram incluidas as
variaveis com p<0,05 da analise univariada. As analises
estatisticas foram realizadas usando o software SPSS,
versao 20 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA).

2.5. Declaracao ética

No estudo, os animais receberam tratamento
seguindo as regras de experimentacdo animal descritas
nos Principios Orientadores Internacionais para Pesquisa
Veterinaria Envolvendo Animais e os proprietarios dos
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animais assinaram o consentimento informado antes de
sua inclusdo no estudo. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias agropecuarias
da Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales
(UDCA) N. 001-2017.

3. Resultados

A soroprevaléncia geral foi de 24,6% (95% CI:
21,04-28,7) e a soroprevaléncia do rebanho foi de
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83,33%. Em relacdo ao sexo, as fémeas apresentaram
soroprevaléncia de 25,04% (IC 95%: 21,2-29,39) e o
masculino 21,31% (IC 95%: 11,85-35,53) (Tabela 1). A
faixa etaria dos animais foi dividida em quatro grupos:
idade de 0 a 1 ano com prevaléncia de 22,3% (IC 95%:
14,2 a 33,57); idade de 1-2 anos com prevaléncia de
20,9% (IC 95%: 11,89-34,23); idade de 2-3 anos com
prevaléncia de 17,8% (IC 95%: 8,25-33,76); e maiores de
quatro anos com prevaléncia de 26,5% (IC 95%: 21,9—
31,73).

Tabela 1. Soroprevaléncia de leucose bovina segundo caracteristicas populacionais de Villavicencio, Colombia.

0-1 anos 21

22,3% 14,20-33,57%

2-3 anos 8

17,8% 8,25-33,76%

Macho 13

21,31% 11,85-35,53%

Intervalo de confianga: IC
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Figura 1. Soroprevaléncia de anticorpos de leucose bovina no municipio de Villavicencio, Colémbia.
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Os vilarejos rurais com maior prevaléncia foram
Amor com 41,0% (IC 95%: 31,3-52,7), seguida de
Apaiay com 30,9% (IC 95%: 19,6— 46,4) ¢ Bella Suiza
com 26,1% (IC 95%: 19,8-33,6) (Figura 1). Nao foi
detectado casos positivos em quatro fazendas (16,6%) ¢
em seis fazendas a soroprevaléncia foi acima de 50%
(25%).

As analises dos fatores de risco, aborto (OR =
5,138 IC 95%: 3,378-9,595), vacas nao reprodutivas (OR
=2,682 IC 95%: 1,804-3,985), inseminagao artificial (OR
= 2,036 IC 95%: 1,408— 2,945), uso de agulha comum
(OR = 2969 IC 95%: 1,891-4,659), raga crioula (OR =
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2,206 IC 95%: 1,321-3,047) e exposic¢des de gado (OR =
5276 IC 95%: 2,989-9,313) foram identificados como
fatores de risco (Tabela 2). Os fatores de protegdo foram
0 uso de touro para montagem direta (OR = 0,584 IC
95%: 0,386-0,884) ¢ armazenamento de concentrado
(OR = 0,321 IC 95%: 0,220-0,468). A analise de acordo
com as ragas, o Pardo (OR = 0,324 IC 95%: 0,200-0,523),
Angus (OR = 0,361 IC 95%: 0,176-0,742), Zebu (OR =
0,391 IC 95%: 0,249-0,631) e Girolando (OR = 0,523 IC
95%: 0,351-0,778) foram considerados fatores de
protecdo. Os resultados do modelo de regressao logistica
multivariada sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 2. Analise dos fatores de risco associados a soroprevaléncia da leucose bovina em Villavicencio, Colombia

Variaveis X2 P OR 95% CI
Fémeas 0,413 0,520 1,234 0,650-2,342
Macho 0,413 0,520 0,811 0,427-1,539
Menor 1 ano 0,326 0,568 0,859 0,509-1,448
1-2 anos 0,579 0,447 0,787 0,424-1,461
2-3 anos 1,243 0,265 0,641 0,292-1,408
Maiores de 4 anos 2,381 0,123 1,368 0,918-2,037
Aborto 50,226 0,000 5,138 3,378-9,595
vacas nao reprodutivas 24,802 0,000 2,682 1,804-3,985
Touro para montagem direta 6,570 0,010 0,584 0,386-0,884
Inseminagdo Artificial 14,537 0,000 2,036 1,408-2,945
Raga Pardo 22,659 0,001 0,324 0,200-0,523
Raga Angus 8,265 0,004 0,361 0,176-0,742
Raga Cebu 17,553 0,000 0,391 0,249-0,631
Raga Girolando 10,418 0,001 0,523 0,351-0,778
Raga Crioulo 10,913 0,001 2,206 1,321-3,047
Uso agulha comum 23,757 0,000 2,969 1,891-4,659
Exposicoes de gado 38,729 0,001 5,276 2,989-9,313
Enterramento de animais mortos 6,958 0,008 2,314 1,224-4,377
Armazenamento de concentrado 36,569 0,000 0,321 0,220-0,468

Estatisticamente significativo (P <0,05), Intervalo de confianga: CI

Tabela 3. Analise de regressao logistica multivariada associada a soroprevaléncia de leucose em bovinos de Villavicencio, Colombia

Variaveis B Exp(B) P 95% CI
Aborto 0,244 1,968 0,002 0,092-0,395
Vacas no reprodutivas 0,453 2,682 0,000 0,289-0,618
Raga Pardo -0,306 0,324 0,000 —-0,430-0,183
Raga Zebu 0,148 0,391 0,001 —-0,231-0,064
Raca Girolando 0,186 0,523 0,001 0,072-0,300
Exposi¢oes de gado 0,224 5,276 0,002 0,081-0,367

Fatores de risco potenciais (P < 0,05) foram selecionados para inclusdo no modelo multivariado. P < 0,05 estatisticamente significativo; IC: intervalo de confianga (95%).

4. Discussao

O presente estudo mostrou uma soroprevaléncia
de rebanho de 83,3% para o municipio de Villavicencio.
Uma alta soroprevaléncia de rebanho também foi relatada
nos EUA, um estudo analisou 103 rebanhos leiteiros de 11
estados reportando 94,2% de prevaléncia (. No Canada,
uma soroprevaléncia de rebanho de 79% foi reportada em
sete provincias ¥, No entanto, em Turquia, a
soroprevaléncia de rebanho foi baixa com 11,82% a partir
da andlise de 28.982 animais pertencentes a 1.116
rebanhos (Y. A soroprevaléncia a nivel animal em

Villavicencio foi de 24,6%; resultados semelhantes foram
encontrados no Ira na analise de 429 amostras de sangue
de rebanhos leiteiros industriais, reportando uma
soroprevaléncia de 25,4% 9. No Japdo, um total de 5.420
bovinos de 209 fazendas foram analisadas, relatando uma
soroprevaléncia global de 28,6% (9. Nos Emirados
Arabes Unidos, 957 soros bovinos foram analisados por
ELISA, observando-se uma soroprevaléncia de 25,7% (7.
Por enquanto em Egito, o gado leiteiro foi estudado em
quatro provincias do Delta do Nilo com soroprevaléncia
entre 16,2% e 20,3%, dependendo da provincia .
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Na América Latina, resultados semelhantes foram
observados na Argentina, na provincia de Corrientes,
onde uma soroprevaléncia foi de 32,53% em 126 animais
diagnosticados através dos testes de imunodifusdo em gel
de agar 1®. No entanto, em algumas regides, ainda sdo
relatadas baixas taxas de prevaléncia. Por exemplo, na
Paraiba-Brasil, se estimou uma soroprevaléncia de 10,8%
a partir da analise de 2.067 animais ®%; no estado do Rio
Grande do Sul-Brasil, foi determinada uma prevaléncia
de 9,2% @Y, enquanto na Amazoénia brasileira foi
observada uma taxa de soroprevaléncia de 8,9% 2. No
Chile, nas regides de Los Rios e Los Lagos, foi relatada
uma soroprevaléncia de 15,6% a partir da analise de 4.360
animais por testes de ELISA @, Na Colombia, foram
determinadas altas taxas de prevaléncia da doenca no
departamento de Santander, onde foi relatada uma
soroprevaléncia de 73% a partir da analise de 360
amostras de 75 rebanhos ®, Um estudo em varias regides
da Colombia identificou uma soroprevaléncia de 42,7%
no nivel animal e 67,7% no nivel do rebanho; em
Antioquia foi identificada uma soroprevaléncia de 53,9%,
em Boyaca a soroprevaléncia foi entre 31,1% e 78%, em
Cesar entre 77,1% e 79,9%, em Coérdoba entre 5,1 ¢
19,5%, em Cundinamarca entre 35% e 36% ¢ 26,5 % em
Narifio ®. E importante considerar que o diagnostico
sorologico pode identificar anticorpos 2 a 3 semanas apos
a infecgdo, enquanto o diagndstico por PCR identifica a
presenca do virus, sendo uma técnica complementar,
principalmente em casos como animais jovens .

A andlise dos fatores de risco ndo identificou
correlacdo entre a doenga e as variaveis sexo e idade;
embora a faixa de maior prevaléncia tenha sido de
animais maiores de quatro anos ¢ menores de um ano, o
que pode estar associado a imunidade materna; ha varios
relatos sobre o aumento da leucose bovina em adultos
(1426 Observou-se associagdo da doenga com sintomas
reprodutivos, como aborto e vacas ndo reprodutivas.
Poucos estudos associaram a doenga ao aborto; neoplasia
linféide maligna foi relatada em dois fetos e supds-se que
seu aborto tenha sido causado pelo virus da leucose
bovina “??. Em Monteria-Coldmbia, realizou-se um
estudo em animais com problemas reprodutivos,
identificando a circula¢io da leucose bovina ?®. Doencas
podem ocorrer concomitantemente ou também ja foram
relatadas evidéncias de imunossupressdo em bovinos
infectados com leucose. A doenca causa distarbios
imunologicos ao nivel da imunidade celular, modificando
o numero e o perfil das células T, podendo aumentar o
risco de apresentagdo de outras doengas infecciosas 9.
Em Michigan, Estados Unidos, foram relatadas
coinfec¢des com doengas reprodutivas, especificamente
entre leucose e micobactérias . A inseminagio artificial
¢ um fator de risco; vdarios estudos exploraram a
transmissdo da doenga por essa via, porém, os achados
sdo diversos. A presenga do virus foi identificada no
sémen ©!32: no entanto, outros estudos relataram a
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auséncia do virus no sémen de animais positivos ¢¥, bem
como baixa transmisséo viral pelo sémen ¢¥. No Chile, a
presenca da doenca foi associada a inseminag@o artificial
(9: os autores afirmam que procedimentos envolvendo
inseminagdo artificial, como palpacdo retal ¢
contaminagdo por luvas, podem transmitir altas cargas
virais pela mucosa retal. A monta natural foi um fator de
protegdo neste estudo. Nos Estados Unidos, a transmissao
da leucose bovina foi avaliada durante a monta natural
entre um touro infectado pelo BLV e novilhas ndo
infectadas, ndo identificando a transmissdo da doenga ©°.

O estudo das praticas de biosseguranga como
fatores de risco identificou agulhas comuns como fator de
risco, Hutchinson et al. ©7” relataram resultados
semelhantes associando a transmissdo da doenga com a
reutilizacao de agulhas; no entanto, estudos experimentais
conduzidos anteriormente por Weber et al., ¢ mostraram
que o numero de linfécitos infecciosos que passam
durante a inje¢do com agulhas comuns é muito pequeno
para induzir infeccdo. Assim, devem ser analisadas as
diferentes praticas de manejo que podem interferir com
outros fatores adicionais. A mobilidade de animais, a
entrada de novos animais ¢ o contato com animais tém
sido relatados como fontes de transmissdo de doengas ).
No presente estudo, identificamos as exposi¢des de gado
como um fator de risco. No Brasil, a aquisi¢do de novos
animais no ultimo ano foi identificada como fator de risco
@9 ¢ no Canada, fazendas que ndo compraram vacas nos
ultimos cinco anos tiveram maior chance de estarem
livres de leucose bovina ¥. Concentrados em paletes
foram observados como fator de protecdo, e enterramento
de animais mortos como fator de risco, mostrando a
importancia do manejo animal para prevenir a
transmissdo horizontal. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para entender completamente os mecanismos
de transmissdo e orientar os programas de controle.

Este estudo identificou as ragas Pardo, Angus,
Zebu e Girolando como fatores de protecdo, enquanto a
raca Crioula foi fator de risco. Varios estudos relataram
maior presen¢a da doenga em bovinos leiteiros 9. Na
Turquia, o gado Holandés teve um risco maior de ser
infectado por leucose em comparagdo com o gado Pardo-
Suico . Na Colombia, observou-se maior risco
associado as ragas Holstein ¢ Normande V. Racas
leiteiras apresentaram maior exposi¢do a fontes de
infeccdo, como palpacdo de rotina, ordenha e agulhas de
vacinagao, entre outras. No entanto, ¢ importante destacar
o uso generalizado da raca crioula para uma dupla
finalidade (leite-carne) na regido de estudo, o que pode
influenciar os resultados obtidos. Da mesma forma, o
melhor manejo dado a eles deve ser considerado para
racas de alto valor. A associagdo de genética e doenga foi
recentemente estudada, onde a diversidade genética do
sistema imunologico inato e adaptativo em animais
fornece células apresentadoras de antigenos com



Conde-Muiioz J et al.

variabilidade na resposta imune a patdégenos especificos
para individuos . Estudos associaram a doenca a
linhagens familiares; os alelos DRB3 ¢ DQA1 de BoLA
Classe II foram associados com resisténcia ou
suscetibilidade ©“9. Portanto, a raca influencia na
apresentacdo da doenga, portanto achados genéticos
futuros podem ser usados no controle da doenga.

5. Conclusoes

O estudo mostra que a soroprevaléncia de leucose
bovina foi de 24,6% no individuo e 83,3% no rebanho,
sendo ligeiramente maior no sexo feminino e naqueles
com idade igual ou superior a quatro anos. A leucose ndo
¢ monitorada oficialmente na Colombia; esta associada
principalmente a fatores de risco reprodutivos e manejo,
como aborto, vacas ndo reprodutoras, inseminagao
artificial, uso de agulhas comuns, raga crioula e
participag@o em exposi¢des de gado.
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