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RESUMO

MONTANARI, K. C. S. - GESTAO SANITARIA DO ABORTAMENTO BOVINO: VIRUS DA
LEUCEMIA BOVINA COMO AGENTE CAUSAL. Sao Paulo. 2013. Dissertacado (Mestrado
em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdécio) — Instituto Biologico.

O virus da Leucemia Bovina (VLB) esta disseminado nos rebanhos brasileiros podendo
causar sororeatividade, linfocitose persistente e raramente linfossarcoma em bovinos.
Apesar de comprovada transmissdo transplacentaria do VLB, ndo existem trabalhos
pesquisando o0 agente como causa de abortamento. O presente estudo avaliou a
ocorréncia do VLB em fetos bovinos abortados e identificagdo dos gendtipos virais, a fim
de contribuir com o diagnéstico diferencial causal. Foram analisados 80 fetos bovinos
provenientes de diversas regides brasileiras, encaminhados ao Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Sanidade Animal do Instituto Biolégico no periodo de dezembro/2007
a outubro/2012, para diagnéstico diferencial de causas de abortamento. Amostras em
tecidos parafinados de timo, bago, linfonodos, pulmao, coracdo, figado, rim, adrenal,
medula espinhal, cérebro e placenta foram submetidas & andlise histol6gica utilizando
coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE); os liquidos toracico e abdominal foram submetidos
ao teste de ELISA para deteccdo de anticorpos anti-VLB; fragbes congeladas de timo,
baco, linfonodo, placenta e liquidos téraco-abdominal foram submetidas a nested-PCR
para o VLB usando primers oriundos do gene env (gp51). Nenhum feto foi positivo para o
teste de ELISA e 16,25% (13/80) foram positivos a nested-PCR. Foi possivel fazer o
sequenciamento em oito amostras e a andlise filogenética revelou os genotipos 1, 5 e 6 do
VLB, frequentes em rebanhos bovinos no Brasil, Argentina e Uruguai. Apesar de a
amostragem ter sido de conveniéncia, o VLB foi identificado com maior frequéncia em
fetos abortados nos Estados de S&o Paulo — 53,85% (7/13) e Minas Gerais — 30,77%
(4/13), principalmente no Ultimo trimestre da gestacdo. O timo e o baco foram os 6rgdos
em que mais se detectou o VLB. Em todos os fetos positivos e negativos na nested-PCR
foram observadas alteragBes histopatoldgicas de infiltrado inflamat6ério mononuclear,
indicando um possivel abortamento infeccioso. Entre os 13 fetos positivos para o VLB foi
observado o mesmo indice de co-infec¢do 7,69% (1) para Arcanobacterium pyogenes,
Klebsiella e Streptococcus spp., isolados em cultura pura. Nos 67 fetos negativos ao VLB e
gue apresentaram lesdes inflamatérias em pelo menos um érgao na histopatologia foram
detectados Arcanobacterium pyogenes - 1,49% (1), Brucella abortus - 1,49% (1), Neospora
caninum 5,97% (4), BVDV - 4,48% (3), Escherichia coli - 2,98% (2), Staphylococcus
aureus - 1,49% (1) e zero para Leptospira spp. e BoHV-1. Pode-se concluir que a
transmissdo transplacentaria do VLB ocorre em um nivel consideravel nos rebanhos
brasileiros, porém mais estudos sdo necessarios a fim de verificar a importancia do VLB
com agente causal de abortamento bovino, associado ou ndo a outros patdgenos.
Palavras-chave: VLB, fetos bovinos, histopatologia, nested-PCR, sequenciamento e
filogenia.



ABSTRACT

M'ONTANARI, K.C.S. - SURVEILLANCE OF BOVINE ABORTION: BOVINE LEUKEMIA
VIRUS AS CASUAL AGENT. Sdo Paulo. 2013. Dissertation (Mestrado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

Bovine leukemia virus (BLV) is widespread in Brazilian herds, and causes seroreactivity,
persistent lymphocytosis and rarely lymphossarcoma in bovine. The transplacentary
transmission of BLV occurs, but no studies have evaluated this virus as a causal agent of
abortion. The present study evaluated the occurrence of BLV in aborted bovine fetuses and
the identification of viral genotypes, in order to contribute to the differential diagnosis. A
total of 80 aborted bovine fetuses were analyzed, they were sent from different Brazilian
regions to the Center for Research and Development Institute for Animal Biology in the
period December 2007 to October/2012 for differential diagnosis of abortion. Tissue
samples (thymus, spleen, lymphonodes, lung, heart, liver, kidney, adrenal gland, brain and
placenta) were submitted to histological analysis and stained by hematoxylin-eosin (HE);
the thoracic and abdominal fluid were tested by ELISA for anti-BLV antibodies; frozen
fractions of thymus, spleen, lymph nodes, placenta, thoracic and abdominal fluid were
submitted to nested-PCR using primers for the BLV env gene from (gp51). No fetuses were
positive for ELISA BLV and 16.25% (13/80) were positive for nested-PCR. Only the PCR
product of eight samples was sequenced and phylogenetic analysis phylogenetic analysis
revealed genotypes 1, 5 and 6 of BLV frequently found in cattle in Brazil, Argentina and
Uruguay. Although the samples analyzed were a convenience one, the BLV was identified
more frequently in aborted fetuses from the state of Sdo Paulo — 53.85% (7/13) and Minas
Gerais — 30.77% (4/13), mainly in the last trimester of pregnancy. Thymus and spleen were
the organs mostly positive to BLV. In all BLV positive and negative fetus, the histopathology
revealed in one or more organs lesions of infectious process characterized by inflammatory
mononuclear infiltrate, indicating infectious abortion. Among the 13 BLV positive fetuses, it
was identified the same rate of co-infection - 7.69% (1) for Arcanobacterium pyogenes,
Klebsiella, and Streptococcus spp., that were isolated in pure culture. In the 67 BLV
negative fetuses, and that presented inflammatory lesions at least in one organ it was
identified infection by Arcanobacterium pyogenes - 1.49% (1), Brucella abortus - 1.49% (1),
Neospora caninum - 5.97% (4), BVDV - 4.48% (3), Escherichia coli - 2.98% (2),
Staphylococcus aureus - 1.49% (1), and zero for Leptospira spp. and BoHV-1. It was
concluded that the BLV transplacentary transmission occurs in a considerable level in the
Brazilian herds, but more studies are necessary in order to understand the role of BLV as a
causative agent of bovine abortion, associated or not to other pathogens.

Key-Words: BLV; bovine fetuses; nested-PCR, sequencing and phylogeny.
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1. INTRODUCAO

Abortamento e natimortalidade séo causas frequentes de prejuizos econémicos
para a pecuaria bovina devido as perdas diretas da concepc¢do e a interferéncia na
fertilidade (OKANO et al., 2003). Diversos agentes infecciosos (virais, bacterianos e
parasitarios) e nao infecciosos podem estar envolvidos (PITUCO; DEL FAVA, 20083;
ANTONIASSI et al., 2007; DEL FAVA; PITUCO; GENOVEZ, 2007). Entre os fatores
nao infecciosos citamos o0s ambientais (alta temperatura), nutricionais, maternos
(desequilibrio hormonal), aberracdes cromossémicas (VANROOSE; KRUIF; VAN
SOOM, 2000), plantas toxicas e micotoxinas (RIET-CORREA, 2007). Todos esses
fatores relacionados as enfermidades devem ser considerados para que seja feito um
diagnostico diferencial (DEL FAVA; PITUCO; GENOVEZ, 2007).

Do ponto de vista econdémico, a morte fetal em rebanhos bovinos é estimada
em 5% (LAMBERT; WILLIAMS; LYNCH, 1991), porém surtos de abortamentos com
perda significativa dos produtos (aborto de fetos fémeas que seriam as futuras
matrizes de reposi¢do), maior intervalo entre partos, diminuicdo da producao leiteira e
menor indice de prenhez tém sido apontados (RADOSTITS, 2001).

Os trabalhos de Genovez et al. (1993; 2006), Scarcelli et al. (2004) e Cortez et
al. (2006) demonstram um elevado percentual, em torno de 70% das amostras fetais
com diagnédstico negativo para os principais patdbgenos causadores de abortamento,
justificando a inclusdo de outros possiveis agentes ndo estudados no programa de
gestdo sanitaria de causas de abortamento.

A importancia do diagnéstico diferencial mostra que o estado de equilibrio
aparente pode ser rompido em condi¢cdes adversas como seca, escassez de alimento,
doencas intercorrentes, caréncias metabolicas. Por este motivo deve-se identificar e
corrigir os fatores que rompem o equilibrio entre hospedeiro, agente e ambiente (DEL
FAVA; PITUCO; GENOVEZ, 2007).

A avaliacdo histopatologica de fetos bovinos abortados encaminhados ao
Instituto Biolégico no periodo de janeiro de 2006 a julho de 2008 para diagndéstico
diferencial de causas de abortamento comprova que, nos materiais negativos
microbiologicamente, les6es sugestivas de abortamento infeccioso foram encontradas
(CABRAL et al., 2008). Estes autores observaram pela avaliagdo histopatologica (HE)
a presenca de infiltrado inflamatério linfocitico em 73,50% (86/117) dos casos em pelo
menos um dos o6rgdos avaliados (coracdo, sistema nervoso central, pulméo, rim,

figado, baco e placenta), enquanto que em 11,96% (14/117) dos casos ndo foram



observadas alteragbes histopatolégicas dignas de nota, indicando abortamento néo-
infeccioso. Okano et al. (2003) detectaram no Parana, pela histopatologia, 51,6% de
93 fetos abortados com infiltrado de células mononucleares nos diferentes 6rgaos. Os
trabalhos de Okano et al. (2003) e Cabral et al. (2008) demonstram que as alteracdes
histopatoldgicas indicam a presenca de agente etioldgico que precisa ser identificado
por testes sensiveis e especificos, e que também novos agentes devem ser
investigados, além dos reconhecidos causadores de aborto.

O Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
Animal (PNCEBT), coordenado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2001) gerencia as a¢6es de combate da brucelose,
principal enfermidade que causa abortamento em bovinos no pais, além de ser
importante zoonose. As principais medidas sanitarias adotadas pelo PNCEBT séo:
vacinacdo obrigatéria de bezerras de 3-8 meses de idade (vacina B-19), triagem
sorodiagnéstica (Teste do Antigeno Acidificado Tamponado) e confirmatério (Soro-
aglutinacdo Lenta e 2-Mercaptoetanol), e o abate de animais sororeagentes em
frigorifico com inspecao sanitaria. O PNCEBT sugere que a pesquisa direta do agente
pode ser utilizada para confirmar a doenca no rebanho. A vacina da Brucella abortus é
produzida com a cepa B-19, o antigeno € vivo e de patogenicidade reduzida, causa
uma infeccdo controlada e suscita resposta sérica humoral que decai na idade adulta
(TIZARD, 2002).

Os principais objetivos do controle e erradicacdo da brucelose incluem a
interrupcao da transmissdo do agente causal e medidas inespecificas nho movimento
de animais e eventuais reservatorios domeésticos. A doenca é considerada de grande
preocupacao, por ser zoonose e pelo fato de que ocasionalmente o leite de animais
brucélicos ser vendido in natura, sem pasteurizacao e inspecao sanitaria, sendo risco
de contaminacdo ao consumidor (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

A taxa de sororeagentes para Brucelose no Estado de S&do Paulo, obtida por
estudo amostral realizado pela Coordenadoria de Defesa Agropecuéria revelou
prevaléncia estimada em 3,8% em um total de 8.761 fémeas com idade acima de 24
meses, onde as amostras consideradas reagentes ao teste do antigeno acidificado
tamponado foram confirmadas pela fixacdo de complemento (DIAS et al., 2009). No
Estado de Minas Gerais, a taxa de sororeagentes para Brucelose revelada pelo teste
de triagem antigeno acidificado tamponado e confirmada pelo teste 2-mercaptoetanol
foi 1,1% em 20.643 animais testados e 6% focos em 2.204 propriedades avaliadas.
Depreende-se por meio destas avaliacdes indiretas (detec¢do de anticorpos), que a

brucelose estd diminuindo nos Estados de S&o Paulo e Minas Gerais, gragas as



medidas sanitarias adotadas, levando & menor prevaléncia da doenca. Desta forma,
outras enfermidades além da brucelose devem ser investigadas nos rebanhos bovinos
onde estejam ocorrendo abortamentos.

Com relagdo ao diagnéstico direto da B. abortus em fetos bovinos abortados,
em trabalho realizado pelo Instituto Bioldgico, publicado por Genovez et al. (1993),
foram submetidas a isolamento bacteriano 544 amostras de 6rgaos e anexos fetais
provenientes de 282 fetos bovinos, oriundos de rebanhos na sua maioria leiteiros,
procedentes de varios estados brasileiros no periodo de 1985 a 1992. Foram
consideradas como possiveis causas de abortamento as bactérias patogénicas e as
culturas puras ou preponderantes de bactérias oportunistas, entre as quais Brucella
abortus (6,2%), Leptospira spp (6,2%), Staphylococcus aureus (5,4%), Campylobacter
fetus (4,7%) e Streptococcus Beta hemolitico (3,5%).

Posteriormente, Genovez et al. (2006) compilaram dados em uma série
histérica de 20 anos (periodo de 1985 a 2005) e isolaram Brucella abortus em 5,6%
(70/1.259) dos fetos abortados provenientes de rebanhos leiteiros e de corte de
diversos Estados Brasileiros (SP, MG, PR, RS, MS, GO e PE). Foram pesquisadas
bactérias aerdbias e microaerofilas causadoras de abortamento (Leptospira spp.,
Arcobacter cryaerophilus, enterobactérias e cocos Gram-positivos, Campylobacter
spp., Brucella spp., Mycoplasma spp., Ureaplasma diversum, Histophilus somni,
Listeria monocytogenes, Mycoplasma spp. e Ureaplasma diversum), considerando-se
como possiveis causas de abortamento os microorganismos isolados em cultura pura
ou preponderante. Pelo menos uma causa bacteriana relacionada com disturbio
reprodutivo péde ser identificada em 413/1.259 (32,8%) fetos abortados, sendo 175
(13,9%) devido a bactérias abortivas especificas e 238 (18,9%) referentes a agentes
potencialmente abortivas ou oportunistas. A Brucella abortus foi o agente
predominante nas causas especificas e, entre as bactérias oportunistas, a associagado
Streptococcus spp. e/ou Escherichia coli foi a mais frequente. De 846/1.259 (67,2%)
fetos, ndo foi possivel identificar a causa, seja infecciosa ou ndo. Uma vez que foram
processados de forma pareada o liquido abomasal e 6rgaos, eventualmente placenta,
de cada feto, 90% dos casos onde o diagndstico bacteriol6gico foi concluido, este
adveio do contetdo abomasal, se constituindo, portanto no material de escolha para o
isolamento de bactérias, contra apenas 10% dos 6rgaos analisados.

Cortez et al. (2006) avaliaram pela PCR 114 fetos bovinos abortados e 10
bezerros com mortalidade perinatal, provenientes de diferentes estados brasileiros
(AL, GO, MG, MS, MT, RS, SP) durante o periodo de 1997 a 2004, excetuando-se o
ano de 2000. Detectaram 13,7% (17/124) amostras positivas para Brucella spp., 3,2%



(4/124) para Leptospira spp., 2,4% (3/124) para Herpesvirus bovino (BoHV) e para o
virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV). Em 77,4% (96/124) das amostras ndo foi
possivel detectar nenhum dos agentes estudados.

Scarcelli et al. (2004) avaliaram por meio de isolamento, identificacdo de
bactérias aerdbias e microaerdfilas e PCR multiplex Brucella spp. e Leptospira spp. em
amostras de conteldo abomasal, 6rgdos e/ou anexos fetais de 67 fetos bovinos de
gado de corte e leite brasileiros. No estudo foi possivel isolar B. abortus em 38,8%
(26/67), sendo superior na PCR-multiplex 50,7% (34/67) dos mesmos fetos,
confirmando maior sensibilidade analitica da PCR-multiplex do que em relacdo ao
cultivo na brucelose bovina. Outros agentes também foram identificados nos tecidos
fetais, tais como Mycoplasma spp., Campylobacter spp. e Haemophilus somnus, bem
como outras bactérias oportunistas causadoras de abortamento.

Com a utilizagéo das técnicas moleculares houve um aumento da sensibilidade
analitica do diagnéstico direto da brucelose. Por outro lado, com o avanco da
campanha de erradicacdo da brucelose, espera-se obter progressiva diminuicdo do
abortamento por esta enfermidade, incluindo no estudo da casuistica do abortamento
bovino outras enfermidades da reproducéo.

Na gestdo sanitaria do abortamento bovino, quando o resultado é negativo para
brucelose faz-se necessario realizar o diagnéstico diferencial investigando outros
patdgenos que possam estar envolvidos. A infeccdo fetal pode ser constatada pela
presenca de anticorpos no liquido téraco-abdominal ou de antigeno nos érgados e
placenta, sendo o feto abortado e placenta os principais materiais clinicos a serem
submetidos em caso de abortamento bovino (DEL FAVA; PITUCO; GENOVEZ, 2007).

E muito importante o reconhecimento de agentes que ainda nio foram
identificados, assim evidencia-se que o diagnéstico diferencial das causas de
abortamento bovino é de grande importancia.

Uma revisao realizada por Del Fava e Pituco (2004) demonstra que a leucose
bovina encontra-se disseminada nos rebanhos bovinos de todas as regiées do Brasil,
onde elevados indices de soropositividade foram detectados. N&o existe legislagéo
sanitaria especifica para o combate do VLB no pais, apesar da Organizagdo Mundial
de Saude Animal incluir no seu Manual de Salude Animal Terrestre (OIE, 2011) que o0s
paises signatarios possam exigir na comercializacdo testes para avaliar a condicao
sanitaria e impor restricbes quanto & Leucemia Bovina. Destaca-se que, pela sua
relevancia e distribuicdo em todo o territdrio nacional, o VLB poderia ser incluido na
pesquisa de agentes causadores do abortamento de fetos bovinos.

Tendo em vista todas estas consideracdes, o presente trabalho objetivou:



e Verificar nos fetos bovinos abortados por meio do diagnéstico diferencial de
causas de abortamento, a frequéncia de ocorréncia de infecgéo pelo VLB por
meio de técnicas moleculares (nested-PCR, sequenciamento e filogenia) e
ELISA anticorpo.

e Correlacionar lesdes histopatoldgicas sugestivas de abortamento viral com a
positividade ou n&o frente ao VLB e presenca ou auséncia de co-infeccéo a
outros patégenos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 INTRODUGCAO A LEUCEMIA BOVINA (LB)

O Virus da Leucemia Bovina (VLB), classificado na familia Retroviridae (VAN
REGENMORTEL et al., 2000) é o agente causador da leucemia bovina. Esta
enfermidade caracteriza-se por um curto periodo de viremia pos-infeccdo e longo
periodo de laténcia antes do aparecimento de sinais clinicos. Cerca de 10 a 12 dias
apoés a infeccdo, as particulas virais sdo encontradas na circulacdo sanguinea e
desencadeiam resposta imune humoral e celular (PORTETELLE et al., 1978). Trata-se
de uma enfermidade neoplasica, de carater crénico, que possui como alvo o tecido
linféide e pode ter um periodo de incubacédo de dois a cinco anos, apés o qual é maior
a chance do animal desenvolver sintomas aparentes (JONES, 2000).

A associacado tumor-virus teve inicio quando Gross (1961) conseguiu transmitir,
por meio de extratos livres da célula, a leucemia linfatica de camundongos- AK para
camundongos C3H, quando ap6s o processo de inoculacdo apareciam sempre
tumores nos animais. Concluiu-se que o0 material inoculado continha virus com
propriedades de formacao de tumores (apud GUERREIRO; MAYR, 1988).

A doenca possui evolucdo crbnica e frequentemente 0s animais sao
assintomaticos e importantes transmissores do virus. Em média de 30 a 70% dos
animais infectados apresentam linfocitose persistente (aumento no numero de
linfécitos B circulantes) e de 2 a 5 % dos animais portadores podem desenvolver
linfossarcomas de evolucdo fatal (DOMENECH et al.,, 2000), geralmente animais
adultos. A probabilidade do desenvolvimento de um tumor ser devida a falha do
sistema imunoldégico é pequena (TIZARD, 2002) e o estagio tumoral é frequentemente
observado em animais na faixa etaria de 4 a 8 anos de idade (FERRER, 1979). Foi
também observado por Garcia et al. (1995) maior frequéncia de mastite bovina nos
portadores de VLB.

A LB também pode ser chamada de “Linfomatose”, “Linfoma maligno”,
“Linfossarcoma”, “Linfocitose persistente” e “Leucemia linfatica”. Muitos inquéritos
soroldgicos indicam que a enfermidade esta com percentuais de infeccdo maiores em
rebanhos leiteiros de manejo intensivo (DEL FAVA; PITUCO, 2004). Também avaliada

por Barros et al. (2007), a doenga acomete em menor proporc¢ao rebanhos de corte.



2.2 HISTORICO

O continente Europeu pode ser considerado o ber¢co do VLB. A doenca foi
relatada pela primeira vez na Alemanha por Leisering em 1871 e sua possivel origem
na regido de Memel (Prussia Oriental), tendo sido, com o passar do tempo
disseminada para a regido oeste do planeta (JOHNSON; KANEENE, 1992;
SCHOTTLER; SCHOTTLER,1934).

No Brasil, o primeiro relato da LB ocorreu no Estado de Minas Gerais, quando
linfossarcomas foram diagnosticados em quatro bovinos (RANGEL; MACHADO,
1943).

2.3 AGENTE ETIOLOGICO

O Virus da Leucemia Bovina (VLB) encontra-se classificado na Familia
Retroviridae, Subfamilia Orthoretrovirinae, género Deltaretrovirus; possui envelope
glicoproteico, nucledide e um nucleocapsideo (ICTV, 2012) conforme a Figura 1. Os
retrovirus possuem a enzima transcriptase reversa, que sintetiza a partir do RNA viral
cbdpias de DNA proé-viral que se integram aos linfocitos (MURPHY et al., 1999). O
agente pode infectar linfécitos B, linfécitos T ou mondcitos (GATEI et al., 1989).

O VLB pode ser amplificado em linhagem continua de células FLK (foetal lamb
kidney — rim de feto ovino) (VAN DER MAATEN, 1974), e sua replicacdo também
pode ser possivel por meio de linhagem de células pulmonares de morcego (BLV-bat)
(GRAVES; FERRER, 1976).

O VLB é esférico, com capsideo viral envelopado e icosaédrico. Possui uma
variacdo de 80 a 100 nandmetros, sua superficie apresenta pequenas projecoes,

nucledide concéntrico e nucleo (ICTV, 2012).



Lipid

SuU
Bilayer /—-

Figura 1 — Representacdo de um retrovirus. Legenda: SU (superficie), TM
(transmembrana), MA (matriz), IN (integrase), NC (nucleocapsideo), CA (capsideo),
PR (protease), RT (transcriptase reversa). Fonte: CONFIN et al. (1997).

2.4 GENOMA DO VLB

E diploide, possui assim, duas fitas simples de RNA linear em sentido positivo
(FENNER; GIBBS; MURPHY, 1993). Segundo Vogt (1997), seu genoma possui
aproximadamente 8300 nucleotideos, constituindo assim aproximadamente 2 % do
peso total do virion, com terminacfes repetidas de 550 a 750 nucleotideos que
regulam e interferem na replicagdo do virus e expressdo génica na inducdo de
patogenias.

O VLB caracteriza-se por acometer principalmente os linfocitos B e ser
lentamente oncogénico, pois ndo possui “v-oncs” (oncogenes que levam ao aumento
celular anormal). Pode induzir a formacéo de linfomas (B e T) e leucemias mieldides
(MURPHY et al., 1999) e pode causar alteracbes na atividade fagocitaria e no
metabolismo oxidativo de mondcitos, alterando sua funcionabilidade (AZEDO et al.,
2011).

O VLB possui uma regido chamada X em seu genoma, localizada entre o
envelope e a extremidade 3' da LTR (long terminal repeat) e possui também os genes

estruturais “pol”, “gag”, e “env”. Na regido X sédo encontrados os genes R3, G4, REX e



TAX. De acordo com estudos, o gene TAX esta associado a suspeita de ser indutor de
carcinogénese (GILLET et al., 2007). Segundo Fenner, Gibbs e Murphy (1993), além
das trés regides “gag”, ‘pol” e “env” existe uma quarta regido, que possui capacidade
de transformacgdo do gene “sarc” ou “onc”. A regido “gag” é capaz de produzir
proteinas estruturais, a regiao “pol” é responsavel pela transcriptase reversa, a regido
‘env” na produgao de glicoproteina e “sarc” (“onc”) tem fatores relacionados a
alteracdo celular. A Figura 2 mostra um provirus do VLB, destacando proteinas

codificadas, os genes e RNA transcritos.
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Figura 2 - Estrutura de um provirus do VLB. Representacdo dos genes estruturais
“gag, env e pol ”, RNA transcritos e proteinas codificadas. Fonte: GILLET et al. (2007).

2.5 CICLO DE REPLICACAO DOS RETROVIRUS E VLB

A replicacdo do VLB inicia-se pela ligacdo do virion a membrana da célula do
hospedeiro. Essa membrana possui receptores a partir dos quais € possivel sua
incorporacdo ao genoma do hospedeiro, apds a qual ocorre a expressao génica do
virus e sua maturacdo (NISOLE; SAIB, 2004).
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Figura 3 - Replicacdo do retrovirus. Estagio inicial e posterior da replicacdo viral e
interferéncia de fatores celulares indicados por Lvl/Refl, CEM15, também conhecido
como APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme-catalytic polypeptide-like-
3G), FV2 e FV1. Os pontos de interrogacado indicam que a etapa exata afetada pelos
fatores de restricAo ndo foram precisamente determinados. Lvl e Refl sdo as
particulas no bloco de entrada antes da transcricao reversa enquanto FV1 FV2 agem
em estagio entre transcricdo reversa e incorporagdo ao genoma. Fonte: NISOLE; SAIB
(2004).

A ligacdo do virus a ceélula ocorre através da superficie da célula, e as
glicoproteinas do envelope viral (gp51 e gp30) se originam da proteina precursora
Pr72 (ALTANER et al., 1993). A gp51 possui peso molecular de 51.000 daltons e é o
sitio de ligacdo do virus ao linfocito B, sendo responséavel pela sua infectividade
(SUZUKI; IKEDA, 1998). Segundo Wu et al. (1999), o VLB infecta células B, T e
mondcitos, porém a sua transcricdo so ocorre nas células B. Animais infectados pelo
VLB, com linfocitose persistente, apresentam leucdécitos circulantes com funcéo
fagocitica reduzida (AZEDO et al., 2008).

A infeccdo pelo VLB pode ser separada em duas etapas, na primeira, 0 virus
apos ligar-se ao linfocito, libera todo o seu contetdo dentro do citoplasma da célula
hospedeira. A enzima transcriptase reversa transcreve uma das fitas de RNA em fita

dupla de DNA, esta migra até o genoma do linfocito com ajuda da integrase viral. Apés
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se ligar ao genoma da célula hospedeira, 0 provirus passa a utilizar os comandos
celulares para transcricdo de RNA genémico e a produzir RNAm, que posteriormente é
traduzido em proteinas virais no citoplasma. O virus é liberado da superficie do
linfécito revestido externamente pela membrana celular (SEIKI et al., 1984).

2.6 EPIDEMIOLOGIA

No Brasil, diversos relatos comprovam que a leucemia bovina encontra-se

disseminada em quase todos os Estados (Quadro 1).

Quadro 1 — Estados brasileiros com ocorréncia do VLB,segundo o autor, ano, técnica
laboratorial e aptiddo zootécnica. Adaptado de Del Fava e Pituco (2004).

Positivos HplEce
Autores Ano UF n° Amostras Técnica Zootécnica ou
(%)
raca
Regido Norte
RO 1.060 23,0 IDGA
ABREU; ! . .
o 1990 Carne, leite, misto
ARAUJO;BIRGEL AC 1.060 9.7 IDGA
) 668 26,0 IDGA
MOLNAR et al. 1999 PA Leite e corte
721 49,8 ELISA
CARNEIRO et al. 2003 | AM 604 9,6 IDGA Leite
FERNANDES 2009 | TO 881 37 IDGA Leite
Regido Nordeste
TAVORA;BIRGEL 1991 BA 1.084 16,1 IDGA Leiteira
195 23,1 Holandesa
MELO et al. 1991 PE IDGA Mesti¢o Holandés x
323 8.4 Zebu
Zebu x racas
ABREU et al. 1994 CE 3430 24,5 IDGA taurinas
SIMOES 1998 | PB 780 8,3 IDGA Leiteira
SILVA et al. 2001 Pl 1.976 16,9 IDGA Leite e corte
SILVA FILHO et al. 2011 PE 4,758 0,5 IDGA Leite e corte
Regido Centro-oeste
ANDRADE; ALMEIDA 63 46,0 Holandés
416 36,5 Mestico Holandes
1991 | &0 37.9 IDGA Zebu
45
87 39,2 Gir
53 13,2 Nelore
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n° Positivos Ao
Autores Ano UF Amostras %) Técnica Zootécnica ou
raca
Sudeste
ALENCAR FILHO 1978 SP 40 60,0 IDGA Holandesa
ALENCAR FILHO et al. 1979 SP 1.013 5,64 IDGA Leiteira e corte
ROMERO; ROWE 1981 RJ 1.444 53,3 IDGA Leiteira
CUNHA et al. 1982 | RJ 746 26,9 IDGA Mestico
Holandés x Zebu
BIRGEL et al. 1983 SP 292 53,8 IDGA Leiteira
LEITE et al. 1984 MG 230 70,9 IDGA Leiteira
1.274 40,6 Leiteira
MODENA et al. 1984 MG IDGA
1.652 15,6 Corte
SANTOS et al. 1985 MG 317 28,4 IDGA N&o informada
BIRGEL et al. 1988a SP 462 52,6 IDGA Leiteira tipo B
BIRGEL et al. 1988b SP 1.722 44,9 IDGA Leiteira
BIRGEL et al. 1991 SP 2.708 42,9 IDGA Leiteira
ARITA et al. 1992 SP 2.187 16,2 IDGA Leiteira
BIRGEL et al. 1994 SP 482 4,15 IDGA Nelore
BIRGEL JUNIOR et al. 1995 SP 709 49,2 IDGA Jersey
OLIVEIRA et al. 1997 SP 1.448 31,8 IDGA Holandesa
MEGID et al. 2003 SP 1.193 47,4 IDGA Leite e corte
Sul
SCARCI et al. 1980 RS 385 18,9 IDGA Né&o foi citado
KANTEK; KRUGER,; o
WELTE 1983 PR 695 20,7 IDGA Leiteira
GOMES et al. 1985 RS 702 32,6 IDGA Leiteira
FLORES et al. 1988 RS 639 14,2 IDGA Leiteira
FLORES; WEIBLEIN; oo
REBELATTO 1990 RS 135 27,2 IDGA Leiteira
MORAES et al. 1996 RS 39.799 9,2 IDGA Leiteira
374 18,4 IDGA Holandesa
CARVALHO et al. 1996 PR
611 0,0 IDGA Nelore
VAN DER LAAN et al. 1999 RS 19.774 16,3 IDGA Leiteira
LEUZZI JUNIOR et al. 2003 PR 624 40,7 IDGA Leiteira tipo B
BARROS FILHO 2010 PR 268 56,34 IDGA Leite

IDGA — Imunodifusdo em Gel de Agar; ELISA — Ensaio Imunoenzimatico.
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O VLB foi erradicado em alguns paises, como na Finlandia, Holanda, Gra-

Bretanha, Alemanha, Franca, Dinamarca, Austria e Bélgica (KNAPEN et al., 1993;

NUOTIO et al., 2003). O Quadro 2 apresenta a ocorréncia do VLB em outros paises.

Quadro 2 — Ocorréncia do VLB segundo o autor, ano, pais, técnica laboratorial e

aptidao zootécnica.

. n° Positivos L Aptidao
Autores Ano Pais amostras (%) Técnica zo0técnica
WANG et al. 1991 Taiwan 6313 4.8 IDGA leite
TRONO et al. 2001 | Argentina 339 32,85 ELISA leite
SCOTT et al. 2006 Canada 288 26,9 ELISA leite
1.204 60,8 ELISA leite
VANLEEUWEN et al. | 2006 Canada

1.425 10,3 ELISA corte
3.966 34,7 leite
MURAKAMI etal. | 2011 | Japdo s ot

1.454 24,2
MOHAMMADI et al. 2011 Iran 137 29,9 ELISA leite
GHANEM; AHMED: | 5511 | somalia 468 1,5 ELISA leite

ABDELKADE

2.7 TRANSMISSAO

A principal forma de transmissdo do VLB é iatrogénica, pelo uso de fomites

contaminados como agulhas, material cirdrgico, luva de palpacdo, tatuador ou

gualquer outro procedimento que possa transmitir linfécitos de um animal para outro
(DIMMOCK; CHUNG; MACKENZIE, 1991). Em casos de intensa manipulagdo dos

animais € comum perceber a utilizagdo da mesma luva de palpacdo e a falta de

higiene quando ausente a desinfeccdo das méaos e bragos, 0 que leva a maior
contaminacdo (LASSAUZET et al., 1990; HOPKINS; DIGIACOMO, 1997; KOHARA;
KONNAI; ONUMA, 2006). A transmissao indireta pode ocorrer por meio de secrecdes

contendo linfécitos infectados, ou na forma transplacentaria (vertical), porém o contato

animal-animal pode ocorrer, mas requer um intimo e prolongado contato fisico
(STRAUB, 1978). A monta natural também pode ser uma via de infeccdo (WHITTIER,

1990). A transmissao vertical por meio de leite e colostro contaminados pode ocorrer,

apesar de ser menos frequente que pelo sangue (JOHNSON; KANEENE, 1992).
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Um estudo realizado por Divers et al. (1995) demonstrou em 167 animais
negativos para VLB que a palpacéao retal sem troca de luva é um fator de significancia
na transmissao indireta do virus. Neste estudo a separacgéo de dois grupos de animais,
um com troca alternada e outro sem troca de luvas. Apos palpar um animal
sabidamente positivo, repetiu-se o procedimento em animais negativos, tendo sido
infectados 18,6% (31/167) animais, onde 24 animais infectaram-se sem a troca de
luvas e 7 com a troca alternada de luvas. O procedimento sem a troca de luvas
demonstra ser um fator de risco de 2,8 vezes maior na transmissao iatrogénica do
VLB.

Autores ndo comprovaram diferengas estatisticas entre animais infectados e
nao infectados para os seguintes parametros reprodutivos: idade no primeiro parto
(D'ANGELINO; GARCIA; BIRGEL, 1998) e numero de servicos (REINHARDT et al.,
1988).

Diversos estudos realizados com sémen, Ovulos, ou embrides de bovinos
infectados indicam que esses sdo materiais biolégicos com pouca importancia
epidemiolégica na transmissdo do VLB (DIGIACOMO, 1992a,b), porém, para a
movimentacao internacional de sémen as autoridades podem exigir a apresentacdo de
um certificado em que o touro residia em rebanho livre de BLV, ou que é filho de méae
soronegativa em caso de idade inferior a dois anos (OIE, 2011).

E possivel diminuir a probabilidade de infeccdo de embrides se os protocolos de
producdo aprovados internacionalmente forem utilizados (CHOI; MONKE; STOTT,
2002; WRATHALL; SIMMONS; VAN SOOM, 2006).

A transmissdo por via uterina (vertical) ocorre frequentemente no primeiro
trimestre de gestacdo em até 8% das gestacbes de animais sororeagentes,
principalmente em vacas com alta concentracéo do virus e baixos titulos de anticorpos
(JACOBSEN, 1983). Kono et al. (1983) verificaram que a transmissao vertical em
bezerros, antes que 0 neonato ingerisse o colostro foi de 20%, utilizando a
imunodifusdo em gel de agar (IDGA). Hubner et al. (1997) encontraram em rebanhos
leiteiros 4,8% bezerros congenitamente infectados, sorologicamente positivos antes de
mamar o colostro, pela IDGA. Klimentowski (1991) encontrou em dois rebanhos, 10 e
13% de terneiros positivos para o VLB, realizando sorologia pela IDGA antes do
consumo do colostro, e 15 e 22% com ELISA. Agresti, Ponti e Rocchi (1993)
verificaram que bezerros infectados intrauterinamente (sorologia fetal positiva pela
IDGA) nasceram de maes com linfocitose persistente.

A transmissdo pode ocorrer pelo leite de vacas infectadas, por meio da
amamentacdo (POLLARI et al., 1993; NAGY; TYLER; KLEIBOEKER, 2006).
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Particulas do virus podem ser encontradas no colostro e leite das fémeas infectadas
(BUEHRING; KRAMME; SCHULTZ, 1994).

Casal, Learte e Torre (1990) realizaram estudo em 93 fazendas, a fim de
verificar as portas de entrada da doenca no rebanho. Observaram que em 88% dos
casos a principal entrada da doenca deu-se pela inclusdo de animais infectados no
rebanho, o que auxiliou na disseminacdo da doenca.

2.8 PATOGENIA

Os animais acometidos pela leucemia bovina geralmente ndo apresentam
sintomas apos a infeccdo, ja que a doenca € de carater cronico e o aparecimento de
anticorpos ocorre a partir da segunda semana (KLINTEVALL; FUXLER; FOSSUM,
1997). Cockerell e Reyes (2000) relatam que os animais apresentam uma infeccéo de
caracter persistente, que pode ser avaliada pela deteccao de anticorpos anti-VLB.

A producgédo persistente de anticorpos se deve a uma constante ou periédica
estimulacdo do sistema imunoldgico por agentes virais (HEENEY et al., 1992), porém
0s retrovirus podem causar instabilidade no sistema imunoldgico e imunossupressao,
tornando o animal susceptivel a outras doencas (FERRER, 1980; AZEDO et al., 2008,
2011).

Geralmente os linfocitos B sdo as células mais acometidas pelo VLB (AIDA et
al., 1989; SCHWARTZ et al., 1994), onde o animal neste periodo inicial passa a ser
apenas transmissor, sem desenvolver os sintomas da doenca. O desenvolvimento da
linfocitose persistente (LP) ou do linfossarcoma tem determinacdo a partir da
constituicdo genética do bovino acometido (RADOSTITS et al., 2002). A linfa é a
principal via de disseminacao do linfoma (YOON et al., 2005). A LP pode ser descrita
como 0 aumento excessivo de linfécitos B circulantes no sangue e é considerada a
forma benigna da doenca. Ferrer (1979) considera que grande parte dos animais
infectados pelo VLB ndo apresentam o desenvolvimento de linfossarcoma e LP. De
acordo com Gatei et al. (1989), a proliferagdo de linfocitos B (linfocitose) diminui o
namero de células T circulantes, sugerindo que as células T tenham um papel na
progressao da infeccao viral.

Segundo Parodi (1987), o desenvolvimento de linfossarcoma ocorre
geralmente em Orgdos onde existe tecido linféide como abomaso, baco, coragéo,
linfonodos, figado, Utero e rins. O linfossarcoma em animais adultos é uma doenca
fatal e acomete 5% a 10% dos animais infectados (FERRER, 1979; BARROS, 2007).

Porém, Silva et al. (2008) observaram em uma vaca de apenas trés anos de idade
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linfossarcoma, exoftalmia, aumento de linfonodos superficiais, paresia dos membros
posteriores, massa endurecida palpavel no UGtero e massas esbranquicadas em
diferentes 6rgaos, sugerindo que este animal adquiriu a doenca na sua vida

intrauterina ou nos primeiros meses de vida.

2.9. SINAIS E SINTOMAS

Os sinais clinicos estdo relacionados a localizacdo dos linfossarcomas, com
aumento dos linfonodos superficiais e viscerais. Além de menor producdo de leite,
pode ocorrer incoordenacdo motora, caquexia e adenomegalia (MILLER; VAN DER
MAATEN, 1979). Silva Filho et al. (2011) verificaram que os animas infectados
apresentavam sinais clinicos como linfonodos superficiais palpaveis, diminuicdo da
producdo de leite, hiporexia, emagrecimento, diminuicdo do escore corporal,
desidratacao, dispnéia e aumento do volume uterino. Frequentemente ha invasédo do
sistema digestivo resultando em anorexia, timpanismo recorrente e perda de peso. As
neoplasias situadas na medula espinhal podem originar alteracdes neurologicas e
paralisia dos membros posteriores. As leses no miocardio geralmente levam a
faléncia cardiaca (JOHNSON; KANEENE, 1992). Além das formacdes tumorais nos
linfonodos superficiais, o VLB pode causar exoftalmia devido ao aumento de
linfonodos da regido retrobulbar (BARROS; FLORES, 1989). A susceptibilidade a
essas variadas formas clinicas estd associada ao controle genético do hospedeiro,
havendo variacdes consideraveis de um rebanho para outro (FERRER, 1979).

As portas de entrada do VLB, comprovadas por inoculacdo experimental sdo a
intradérmica, intramuscular, subcutanea, intravenosa (EVERMAN et al., 1986), oral,
intraperitoneal (MILLER; MILLER; OLSON, 1972), intratraqueal, intra-uterina
(ROBERTS et al., 1982) e intra-retal (HOPKINS et al., 1988).

Reis et al. (2002), em um estudo realizado para verificagdo dos aspectos
morfolégicos dos linfomas, atestaram que estes apresentam a macroscopia,
consisténcia firme e com aumento de volume, exsudacao linfatica, aspecto amarelado
acinzentado ou esbranquigado, hemorragia originaria da acdo destrutiva de processo

neoplasico e localizacéo geralmente cervical superficial e sub-iliaco.

2.10 DIAGNOSTICO

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para diagnosticar a leucemia bovina.

Segundo a Organizagcdo Mundial de Saude Animal (OIE) é possivel a detecgdo por
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meio de testes sorologicos como IDGA e o ELISA anticorpo, isolamento do virus em
cultivo de células mononucleares sanguineas periféricas e deteccdo DNA pro-viral
pela PCR (OIE, 2011).

Camargos et al. (2005) realizaram um trabalho para comparar a sensibilidade e
especificidade de diferentes técnicas IDGA, ELISA, PCR e nested-PCR. O ELISA
anticorpo demonstrou ser uma técnica sorodiagndstica mais sensivel que a IDGA.
Com relacao as técnicas moleculares, a nested-PCR conseguiu amplificar o DNA pré-
viral de 12 amostras negativas, na PCR convencional demonstrando maior
sensibilidade. MAMMERICKX et al. (1980) também verificaram que o ELISA apresenta
maior sensibilidade que a IDGA.

Apés a exposicao, o periodo de incubacdo pode levar dias até meses, gerando
resultados falsos negativos (JOHNSON; KANEENE, 1992). Em um experimento
realizado por Braga et al. (1997), apds o diagndstico de 188 animais pela técnica de
IDGA com resultado negativo, passado o periodo de aproximadamente um ano, houve
soroconversdo de alguns animais apresentando-se fracamente positivos a esta
técnica.

Em 1989, Onuma realizou trabalho em abatedouro a procura de antigeno
especifico ao tumor causado pelo VLB em células monoclonais cl 43, sugerindo ser a
pesquisa deste uma ferramenta util no diagnéstico da leucemia bovina, bem como
para a rastreabilidade de possiveis desenvolvimentos tumorais.

No periodo pré e pés-parto ocorre a passagem de anticorpos anti-VLB do
sangue para o colostro, o que pode gerar resultados sorolégicos falsos negativos. Por
este motivo, fémeas gestantes devem ser avaliadas para anticorpos contra o VLB até
seis semanas antes e apos o parto (BURRIDGE et al., 1982; JOHNSON; KANEENE,
1992).

O diagnostico dessa enfermidade pode ser realizado por técnicas indiretas para
pesquisa de anticorpos, como a IDGA, ELISA e radioimunoensaio (RIA) (EVERMANN,
1992). Testes diretos como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) detectam o DNA
pré-viral (DOLZ; MORENO, 1999). O exame histopatolégico é utilizado como
diagndéstico complementar aos outros testes (OHSHIMA et al., 1984).

E possivel por meio do ELISA anticorpo monoclonal anti-gp51 detectar
antigeno viral em um pool de amostras (1 amostra positiva e 5 negativas),
demonstrando ser um teste eficiente na procura do VLB em amostras de leite
comercializado (FLORENT; DELGOFFE; ZYGRAICH, 1988).

A escolha entre o diagnéstico direto e indireto para o VLB deve considerar a
sensibilidade e especificidade. A OIE (2011) preconiza ELISA e IDGA como
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sorodiagnéstico e a PCR para deteccdo do DNA proé-viral. O estudo de Martin et al.
(2001) revelou que a PCR detectou 6% a mais de animais positivos que o ELISA, além
de diagnosticar a infec¢do antes da soroconversao, se comparado ao ELISA e IDGA.

A avaliacdo histopatoldgica demonstra as caracteristicas dos tumores de
acordo com a idade do animal, sendo que os individuos com mais de trés anos de
idade apresentam leses tipicas, definidas como linfoma ou linfossarcoma, com o
desenvolvimento de tumores volumosos e nodulosos em &reas relacionadas ao
sistema linfatico, envolvimento de bago e infiltrado de leucécitario no figado de animais
acometidos em manifestacfes leucémicas, e raramente ha envolvimento da medula
0ssea. Em animais jovens ocorre neoplasia linféide, caracterizada por uma
proliferacdo neoplasica em 6rgaos hematopoiéticos, linfonodos, medula 6ssea, figado
(principalmente na triade do espagco porta), baco, timo e tonsilas palatinas
(YAMAMOTO et al., 1982). Lesbes tumorais foram observadas na parede uterina em
30 a 40% dos casos tumorais (OHSHIMA et al., 1982).

Ohshima et al. (1982) observaram lesdes histopatolégicas neoplasicas em dois
fetos obtidos de vacas positivas ao VLB e com linfossarcoma, que foram sacrificadas
in extremis. Em geral havia nos linfonodos fetais hiperplasia folicular do centro
germinativo, e o cértex com proliferacdo de células reticulares e células neoplasicas
nos linfonodos, com alguns eosinofilos e neutréfilos. Foram encontrados noédulos
tumorais em tecido adiposo perirenal e no pulméo (tecido interlobular e alvéolo), no
musculo esquelético e na leptomeninge. Observou-se acumulo de células neoplasicas
em tecido subcutaneo, na placenta fetal e na gelatina de Wharton ao longo do cordao
umbilical em um dos fetos. Ainda lesdes neoplasicas foram observadas nos
cotilédones através do amnio transparente, o qual ndo apresentava alteracbes
macroscopicas e com fluido amnidtico limpido. A avaliacdo soroldgica fetal pela IDGA
revelou 33,3% (5/15) fetos soroeagentes, entre idade de cinco a nove meses de
gestacdo. Como ndo h&d a passagem de imunoglobulinas através da placenta em
ungulados e os fetos bovinos sao incapazes de produzir anticorpos antes dos 100 dias
de gestacao, a resposta humoral observada nos fetos foir decorrente da reagéo de seu
préprio sistema imune contra o VLB. Os autores sugerem que as lesdes tumorais
encontradas nos fetos tenham sido de origem materna (metastase).

Estudos de polimorfismo e sequenciamento do VLB realizados no Instituto
Biolégico evidenciaram heterogeneidade na populacdo estudada, utilizando como
critério a presenca de sitios de restricdo enzimaticos ou a anélise da sequéncia génica
(AKAMATSU et al., 2003; GREGORY et. al., 2004; IKUNO et al., 2003; IKUNO et al.,
2005).
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A técnica da PCR € recomendada como um teste alternativo no comércio
internacional OIE (2011) onde se caracteriza por ser um teste direto na procura do
DNA pré-viral, além de confirmar teste sorolégico fraco positivo ou suspeito, diferenciar
tumores como linfoma esporadico e infeccioso. A PCR pode ser realizada a partir de
amostras de sangue, sémen, tumores, placenta, érgaos, linfonodos e liquidos das
cavidades toracica e abdominal.

Em um trabalho realizado por Martin et al. (2001), a PCR demostrou ser mais
eficiente que o ELISA, pois detectou 6% a mais de positivos, enquanto que a técnica
de ELISA, quando comparada a IDGA, detectou 12% a mais de sororeagentes.

Comparando as técnicas de ELISA, IDGA e PCR, pode-se inferir que a PCR
apresenta um limiar de deteccdo da infeccdo mais precoce (NAIF et al., 1992;
KLINTEVALL et al., 1994).

2.11 TRATAMENTO E PROFILAXIA

As medidas preventivas contra a LB sdo fundamentais para selecédo de animais
de cria, recria e reproducdo, pois ndo existe tratamento eficiente.

O controle para a enfermidade é baseado principalmente em praticas de
manejo, porque nao existe imunizacdo eficaz (LUIZ JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI,
2001). E necessario implantar medidas para a prevencdo da transmissao iatrogénica e
cuidados na administracdo do colostro e leite (transmissao vertical). O programa de
controle se resume na realizacdo de exame sorologico para diagnostico dos animais
sororeagentes, e esses devem ser isolados e/ou substituidos por animais né&o
reagentes, pois a eliminacdo de todos o0s animais sororeagentes muitas vezes nao €
viavel, devido ao custo econdmico elevado da alta prevaléncia, em especial nos
rebanhos leiteiros (JOHNSON; KANEENE, 1992). Devido & doenga ndo possuir
tratamento e o linfossarcoma ter progndstico desfavoravel, é imprescindivel que haja
sensibilizacdo das autoridades e instituicbes de pesquisa para implantacdo de
programas profilaticos e controle especifico da doenca, tendo em vista que no Brasil
sdo inexistentes (SILVA et al., 2008).

Braga et al. (1997) sugerem medidas preventivas ao combate do VLB, ao
verificarem que a eliminacéo de animais sororeagentes causa uma eficiéncia imediata,
enguanto que o isolamento de bovinos infectados pode gerar uma economia naquela
propriedade que ndo pretende descartar imediatamente os animais reagentes. Por
outro lado, ndo foi satisfatério manter animais reagentes e nao reagentes juntos

(manejo misto) e submeté-los ao reteste em um curto espago de tempo.
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Johnson, Gibson e Kaneene, (1985) fizeram um estudo em uma propriedade
de elevada concentracdo de sororeagentes ao VLB (95%). Os animais foram
separados em dois grupos: sororeagentes e ndo reagentes. Medidas de higiene tais
como o uso de materiais estéreis, orientacdo aos funcionarios e controle de vetores
resultaram, sem gerar o sacrificio de nenhum animal infectado, ao declinio de 95%
para 35% de sororeagentes.

Del Fava e Pituco (2004) relatam que ndo existem no Brasil exigéncias de
certificacdo de propriedades livres do VLB, sendo necesséria a realizacdo de
diagnésticos laboratoriais, tais como PCR ou sorodiagnéstico para diminuir a
possibilidade da compra de um animal infectado.

A PCR possibilita detectar animais positivos no periodo de incubacgéo, quando
ainda ndo existem sinais aparentes da doenca. Em bezerros que mamaram o colostro,
a PCR detecta o DNA pro-viral sem sofrer a interferéncia de anticorpos maternos
adquiridos pelo colostro (KUZMAK; KOZACZYNSKA; BICKA, 1999; PAVLENKO et al.,
2002).

Markiewicz, Rulakax e Kamisk (2003), ao analisarem 14 animais n&o reagentes
ao ELISA, detectaram pela nested-PCR o DNA pro-viral do VLB em dois animais,
comprovando ser o diagndstico molecular mais sensivel que a sorologia e fornecer
diagndstico confiavel.

Segundo Romero et al. (1983), os bezerros amamentados por vacas infectadas
e ou leite contaminado pelo VLB podem se infectar. Uma forma de proceder a
inativacdo do VLB do leite é a pasteurizacao lenta a 56°C por 30 min (FERRER, 1979).
A forma ideal para evitar a transmissdo oral pela ingestdo do leite seria a
amamentacdo de bezerros apenas em vacas nao portadoras do VLB (JOHNSON;
KANEENE, 1992).

A fim de evitar a transmissao iatrogénica por fbmites, ao utilizar materiais
cirurgicos, tatuadores, luvas de palpacao retal ou qualquer instrumento que possa ser
fonte de infeccdo ao VLB o ideal seria a utilizacdo de materiais descartaveis (DEL
FAVA; PITUCO, 2004), porém em caso de reutilizacdo de materiais € necessaria a
prévia esterilizagcdo dos mesmos com produtos a base de cloro ou iodo, ja que o VLB é
sensivel a estes (JOHNSON; KANEENE, 1992).

O descarte dos animais infectados pelo VLB pode ser gradual, para que nao
tenham grandes impactos econdmicos para o pecuarista (DEL FAVA; PITUCO, 2004).

Segundo Tostes (2005), a leucemia bovina é caracterizada como uma das
doencas mais importantes e que geram impactos negativos na pecuaria brasileira e

requerem medidas de combate de extrema urgéncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Este trabalho foi aprovado em 28 de marco de 2012 pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal do Instituto Biologico (CETEA-IB), estando registrado sob
namero 122/12 e atende aos principios éticos preconizados pela Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratodrio / Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(SBCAL/COBEA) (Anexo 1).

O laboratério de Anatomia Patolégica e de Doencas Bacterianas da
Reproducédo, onde foram realizadas as analises anatomopatoldgicas e microbiolégicas
sédo certificados pela 1ISO 9001:2008 para o escopo: “Diagnostico de enfermidades
animais por meio de técnicas de microscopia eletrbnica, anatomopatoldgicas,
bacterioldgicas e soroldgicas”.

Foram encaminhados 80 fetos bovinos abortados ao Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Sanidade Animal do Instituto Biolégico (CPDSA-IB) no periodo de
dezembro/2007 a outubro/2012, provenientes de diferentes Estados brasileiros, para

diagnéstico diferencial de causas de abortamento.

3.1.1 Necropsia Fetal

Os fetos foram registrados em livro de necropsia e preenchidas as informacdes
de identificacdo (numero de registro, sexo, idade aproximada, comprimento atlanto-
sacral, raca), o estado de conservacdo (refrigerado, autolisado, congelado,
mumificado), em planilha de encaminhamento para fetos ruminantes (REG-POP-026)
segundo o Anexo 2.

A idade fetal foi estimada segundo Barr et al. (1990) considerando-se o
comprimento atlanto-sacral seguindo a relacdo: 13-21cm (3 meses), 21-3lcm (4
meses), 32-43cm (5 meses), 44-57cm (6 meses), 59-67cm (7 meses), 68-85cm (8

meses) e mais de 86 cm (9 meses).

As necropsias foram realizadas na sala de necropsia multiusuario do CPDSA-
IB. O instrumental cirlrgico e frascos coletores estéreis para armazenagem de érgaos
e liguidos foram devidamente identificados antes de qualquer procedimento. A
necropsia de fetos pequenos (até trés meses de gestacao) foi realizada em cabine de
seguranca biologica previamente higienizada com alcool etilico 70% e mantida com a

luz UV ligada por 15 minutos. Quando o feto era grande (mais de trés meses de
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gestacdo), o procedimento foi realizado em mesa de necropsia previamente
higienizada com hipoclorito 5% (10 minutos) e enxaguada posteriormente para
remocao do produto.

A avaliacdo macroscopica (Figura 4) foi realizada, e as alteracbes das
mucosas, pele, subcutdneo, umbigo e perineo, malformacfes congénitas, traumas
(fraturas, luxacbes ou ulceragbes), evisceracbes e laceracdes foram descritas no
REG-POP-026 (Anexo 2).

No segundo momento o animal foi colocado em decubito lateral direito expondo
a porcao esquerda do corpo. A calota craniana foi rompida com serrote ou cizalha, e o
SNC foi retirado com pinca e tesoura estéreis (Figura 5). Para retirada dos linfonodos
cervicais superficiais foi feita incisdo sobre a regido pré-escapular (Figura 6).
Posteriormente retirou-se com ajuda de bisturi ou faca a pele sobre o gradil costal e
abddémen (Figura 7). A abertura da cavidade toracica (Figura 8) foi realizada com
auxilio de uma cizalha e coletado liquido toracico (Figura 9), fragmentos de timo,
coracdo e pulmédo (Figura 10). A abertura da cavidade abdominal foi realizada com
auxilio de tesoura ou bisturi e imediatamente coletado o liquido, na sequéncia
apresentada das Figuras 11 a 13: figado, baco, adrenal e rins. Posteriormente, com
auxilio de uma seringa e agulha estéreis foi retirado o contetdo gastrico (Figura 14).

Ao fim da necropsia, os restos fetais foram devidamente autoclavados (121°C
por 15 minutos) e descartados em lixo biolégico. Os érgdos e conteldo gastrico para
analise bacteriolégica e os 6rgdos e liquidos téraco/abdominal para analise virolégica
foram refrigerados e os materiais para histopatologia foram armazenados em frascos

com formol 10% tamponado.
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. - . . &l‘ 2
Fig. 4 - Andlise externa do feto quanto a
sexo, idade e possiveis lesbes.

) : "u.“‘ ) W —
Fig. 6 - Coleta de linfonodo Fig. 7 - Pele rebatida do gradil costal e
abdomen para analise do subcutaneo

Fig. 8 - Abertura das cavidades toracica  Fig. 9 - Coleta dos liquidos toracico e
e abdominal abdominal.



Fig. 14 - Coleta de conteudo gastrico
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Fig. 13 - Coleta de adrenal e rim
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3.2 EXAMES BACTERIOLOGICOS - Brucella spp.
3.2.1 Isolamento

Foram semeados em duplicata 100 pL do contetdo gastrico e 100 uL do pool
de 6rgdos em meio de agar Brucella (Difco®) acrescido de 5% de sangue desfibrinado
de carneiro. As placas foram incubadas por até 10 dias, a temperatura de 37°C, em
estufa de aerobiose e em estufa de CO, (5%). Apds o periodo de incubacéo, as
colonias suspeitas foram identificadas pela coloracdo de Gram e por provas
bioguimicas especificas para Brucella spp. Como controle positivo foi utilizado estirpe
padréo Brucella abortus ATCC 544 (HOLT et al., 1994; OIE, 2012).

3.2.2PCR

As amostras de conteudo gastrico (1,0 mL) foram conservadas a -20°C até o
momento da extracdo do DNA.

Fragmentos de rim, pulmao, baco e figado (aproximadamente 2 gramas de
cada) foram macerados conjuntamente no homogeneizador (Stomacher 80) de forma
a obter-se um pool e este ressuspendido em tampao TE (10% p/v) e armazenados a
-20°C até o momento da extracdo do DNA.

A extracdo do DNA foi realizada empregando-se o kit reagente DNAzol
(Invitrogen®), seguindo as especificacbes do fabricante. O DNA extraido foi submetido
a amplificacéo pela PCR utilizando-se de primers da regido conservada do gene da
proteina periplasméatica imunogénica BCSP31 de Brucella spp., que corresponde a um
fragmento de 223 pb (BAILY et al., 1992; CORTEZ et al., 2001).

Os primers empregados na amplificacdo do DNA, segundo Baily et al. (1992)
foram: B4 (5 TGG CTC GGT TGC CAA TAT CAA3’) e B5 (3' CGC GCT TGC CTT
TCA GGT CTG5’). Para o volume final de reagéo de 50 pL, adicionados del5 pL de
agua ultra-purificada (MilliQ), 5 pl de tampéo 10 X (500 mM de KCL, 15 mM de MgCl,,
100 mM de TRIS-HCL, pH 9,0); 1,5 uL de MgCl, (50 mM), 8 uL da mistura de dNTPs
(200 mM de cada nucleotideo dCTP, dATP, dGTP, dTTP), 5 yuL dos primers (B4 e B5
—10 pmol/mL de cada), 0,5 yL de Tag DNA polimerase (5 U) e 10 yL da amostra de
DNA extraido. No termociclador, o ciclo de amplificacdo foi precedido de desnaturacédo
inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de amplificacdo divididos em quatro
fases: desnaturacdo a 94°C por 60 segundos, anelamento 60°C por 60 segundos,
extensdo 72°C por 60 segundos e extensdo final de 72°C por 10 minutos. Como

controle positivo foi utilizado estirpe padrdo Brucella abortus, ATCC 544. Como
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controle negativo foi utilizada dgua ultra-purificada.

A analise do produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de
agarose a 2,0% com tampé&o de corrida TBE 0,5 X (0,045 M TRIS-Borato e 1 mM de
EDTA, pH 8,0) e o gel submetido a voltagem constante de 6-7 V/cm. O padrdo de
peso molecular empregado foi de 100 bp (Invitrogen®).

O gel foi corado com brometo de etideo 0,5 pg/mL e posteriormente
fotografado sob luz ultravioleta (300-320 nm) pelo sistema de foto-documentacéo
(Camera Kodak® Digital DC/120 Zoom) e analisado com o software 1D Image
Analysis (Kodak® Digital Science).

3.3 EXAMES VIROLOGICOS- VLB

3.3.1 Reacdo em cadeia pela polimerase (nested-PCR) para o VLB

As amostras foram coletadas em Eppendorf® esterilizados e armazenados em
freezer a -20°C.

3.3.1.2 Extracdo do DNA de timo, baco e linfonodo

A extracdo do DNA foi feita a partir de amostras de timo, baco e linfonodos
utilizando o Kit DNeasy Blood & Tissue QIAGEN® (cat.# 69506). As extracBes foram
realizadas em Cabine de Biosseguranca Classe |l tipo B2 em sala exclusiva. Aplicou-
se solucdo de isopropanol 70% (v/v) na superficie interna da cabine, que foi mantida
com a luz ultravioleta (UV) ligada por 15 minutos. Em um tubo cbénico de 1,5 mL
(Eppendorf®) foram adicionados 25 mg dos tecidos em pedacos pequenos e
acrescidos 180 pL de tampdo ATL e 20 pL de proteinase K. Cada amostra foi
incubada a 56°C por aproximadamente 1-3 horas, ou até que a amostra estivesse
digerida. ApGs o periodo de incubacdo, as amostras foram agitadas em vortex para
homogeneizar a amostra. Apos o periodo de incubagéo foram adicionados 200 pL de
tampdo AL agitado em vortex. Em seguida, foram acrescidos 200 pL de etanol
absoluto (96-100%) passando novamente por agitagdo. O conteddo do tubo
Eppendorf® foi aplicado na coluna (DNeasy Mini Spin Column), incluindo também o
precipitado, se houvesse e centrifugado a 12.000 rpm por 2 min. A coluna foi colocada
em um novo tubo de 2 mL onde foram adicionados 600 pL de tampdo AWL1 e
centrifugado a 12.000 rpm/2 min. Apos o periodo de centrifugagéo, o filtrado foi
desprezado. A coluna foi novamente trocada para um tubo limpo de 2 mL e acrescidos

600 pL de tamp&o AW?2 e submetida a centrifugacdo a 12.000 rpm/4 min. e descartado



27

o filtrado. Para que a secagem da coluna fosse evidente, foi feita uma nova
centrifugacdo a 12.000 rpm/2 min. A coluna seca foi passada para um novo tubo de
1,5 mL e adicionados 200 pL de tampé&o AE diretamente na membrana da coluna
DNeasy. ApGs a aplicacdo do tampéo, as colunas ficaram incubando por 5 min. a
temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000 rpm/2 min, para eluicdo do DNA.

3.3.1.3 Extragdo do DNA liquido téraco/abdominal

A extracdo do DNA foi feita a partir de amostras de liquido téraco/abdominal
utilizando o Kit DNeasy Blood & Tissue QIAGEN® (cat.# 69506). Em um tubo conico de
1,5 mL (Eppendorf®) foram adicionados 20 pL de proteinase K, 100 uL de liquido
téraco/abdominal, 100 pL de PBS e acrescidos 200 pL de tampéo AL. Cada amostra
foi agitada em vortex e incubada a 56°C por aproximadamente por 10 minutos. Apés o
periodo de incubacédo, foram adicionadas 200 pL de etanol absoluto (96-100%) e as
amostras foram agitadas em vortex. O contetido do tubo Eppendorf® foi aplicado na
coluna (DNeasy Mini Spin Column), e centrifugado a 8.000 rpm por 1 min. A coluna foi
colocada em um tubo limpo de 2 mL onde foram adicionados 500 pL de tampéo AW1
e centrifugado a 8.000 rpm/1 min. Apds o periodo de centrifugacdo, o filtrado foi
desprezado. A coluna foi novamente trocada para um tubo limpo de 2 mL e acrescidos
500 L de tampdo AW?2 e submetida a centrifugacédo a 14.000 rpm/3 min. e descartado
o filtrado. Para que a secagem da coluna fosse evidente, foi feita uma nova
centrifugacdo a 12.000 rpm/2 min. A coluna seca foi passada para um novo tubo de
1,5 mL e adicionados 200 pL de tampdo AE diretamente na membrana da coluna
DNeasy. Apés a aplicacdo do tampdao, as colunas ficaram incubando por 5 min. a
temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000 rpm/2 min, para eluicdo do DNA.

Apoés a extracdo do DNA das amostras de timo, baco, linfonodo e liquido
toraco/abdominal foram realizadas a primeira e segunda amplificacéo da nested-PCR.

As amostras foram submetidas & amplificacdo do segmento que codifica a
gp51 do gene env de VLB pela técnica de nested-PCR, empregando oligonucleotideos
iniciadores (primers) especificos que amplificam um segmento de 444 pares de base
(pb), descritos por Beier et al. (2001) (Quadro 3).

Para o controle positivo utilizou-se uma amostra de cultivo de linhagem celular
continua FLK (Fetal Lamb Kidney) persistentemente infectada pelo VLB, e para
controles negativos da reacdo, foram utilizados em colunas separadas cultura de
células de linhagem continua VERO (células de rim de macaco verde) sabidamente

negativas ao VLB e agua ultra-pura.
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Para a amplificac@o, os reagentes e as amostras extraidas foram mantidas em
banho de gelo durante todo o procedimento. As condi¢des da nested-PCR na primeira
e segunda amplificacdo estdo descritas nos Quadros 4 e 5, respectivamente.

Na primeira amplificagdo foi utilizado para um volume de 20 pL de mix 6,5 pL
de Nuclease-Free Water, 12,5 uL de tampédo PCR (Master Mix — Promega® cat. #
M7502), 0,5 pL de primer VLB1 e 0,5 pL de primer VLB2 para 5 pL de DNA. Os tubos
foram colocados no termociclador programado com o ciclo (Quadro 4).

Na 22 amplificagdo de acordo com as instru¢cdes do fabricante, para cada
amostra foram utilizados 22 pL de mix contendo 9,0 puL de Nuclease-Free Water, 12,5
pL de tampéo PCR (GoTaq Green Master Mix — Promega® cat. # M7122), 0,25 puL de
primer VLB3, 0,25 pL de primer VLB4 e 3 pL do produto da primeira amplificacdo. Os
tubos foram colocados no termociclador programado com o ciclo (Quadro 5).

Depois do fim do ciclo, o material foi armazenado a -20° C, por até no maximo

uma semana quando a eletroforese nédo foi feita no mesmo dia.

Quadro 3 - Primers usados na PCR para diagnoéstico do VLB (BEIER et al., 2001)

Fragmento
; Posicéo e orientacéo i
Primers Sequéncia de nucleotideos (5'- 3") na sequéncia alvo amplificado
(pb)
Externos:
VLB1 TCT GTG CCA AGT CTC CCAGAT A env 5035 => 5055 508
VLB2 AAC AAC AACCTCTGG GAAGGG T env 5442 <= 5462
Internos:
VLB3 CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT env 5065 => 5094 444
VLB4 GCG AGG CCG GGT CCAGAG CTG G env 5377 <= 5400

Para a andlise dos produtos amplificados foi realizada a eletroforese
(100Vv/60min) em gel de agarose low melting (Cat. # V 31125 Promega® Corporation a
1,5% em tampdo TAE 1x (Tris-acetate-EDTA; Cat. #v4281 pH 8,2-8,4). As amostras

de DNA foram coradas com 1 pL de gel red (Biotium®) diluido em agua ultra-pura a

1:150 e 2uL de Loading (6X) Thermo Scientific®. Por fim, foi utilizado o marcador de
100pb (Fermentas®). O gel foi visualizado sob luz UV (320nm) e registrado em
fotodocumentador Alphalmager™ 1220 Documentation & Analysis System (Alpha

Innotech Corporation®).



Quadro 4 - Primeira amplificacdo para o VLB seguindo protocolo de Beier et al. (2001)

1 ciclo desr_la_tl{ragéo 94 2 min
inicial
desnhaturacao 95 30 seg
40 ciclos anelamento 62 30 seg
extensao 72 1 min
1 ciclo extensdao final 72 4 min
Hold manter 4 0

Quadro 5 — Segunda amplificagdo para o VLB seguindo protocolo de Beier et al.(2001)

desnaturagéo

1 ciclo inicial 94 2 min
desnaturagéo 95 30 seg

40 ciclos anelamento 70 30 seg
extensdo 72 1 min

1 ciclo extensao final 72 4 min
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3.4 SEQUENCIAMENTO

As amostras positivas para a nested-PCR foram sequenciadas. Inicialmente
foram purificadas com KIT QIAQUICK (Qiagen ®, PCR Purification Kit 250 — cat.
#28106) e sequenciadas pelo método de terminagdo de cadeia com
dideoxinucleotideos marcados com fluoréforos. Utilizou-se 50 L do produto de PCR, 4
pL de cada um dos primers utilizados na PCR (concentragéo final de 3,2 uM), para um
volume total de 10 pL, 3 puL sequencing buffer 5 (concentracdo 5X) e 1 pL do reagente
BigDye 3.1 (Applied Biosystems®). Em cada amostra foi realizado o sequenciamento
com os primers forward e reverse, ou seja, em ambos os sentidos. Cada amostra foi
incubada em termociclador (Mastercycler da Eppendorf®) por 35 ciclos de 95°C/10s -
60°C/4 min. O produto da amostra do sequenciamento foi precipitado pela adicdo de
40 pL de isopropanol 75% e submetido a centrifugacdo em centrifuga refrigerada
(Herolab®) a 3.220 G (3.000 rpm) por 40 min. a temperatura ambiente. Apds a
centrifugacao foi feito o descarte do sobrenadante e a placa foi envolvida em papel
absorvente e submetida a centrifugacéo a 3.000 r.p.m. por 90 segundos para retirar
isopropanol residual. Em seguida foram acrescidos 100 pL de isopropanol 75% para
lavagem do precipitado, e novamente feito o descarte do sobrenadante sem
necessidade de nova centrifugacao.

O precipitado foi seco pela incubagcdo em estufa a 37°C por 10 min e
ressuspendido em 10 uL de formamida Hi-DI (Applied Biosystems®) desnaturado a
95°C por 2 min. e submetido a eletroforese capilar em Sequenciador 3500 XL Genetic

Analyzer (Applied Biosystems®).

3.5 ANALISE FILOGENETICA

Dos materiais positivos a nested-PCR, no total oito amostras (sete amostras de
orgaos fetais e uma placenta) tiveram DNA suficiente para fazer o sequenciamento. As
amostras foram analisadas no programa Bioedit v.7.0.9 (HALL, 1999) para a geragao
de sequéncia Unica a partir dos dados e depois submetidas ao Blast da NCBI para
comparar as sequéncias depositadas no GenBank. Posteriormente foram alinhadas
utilizando-se o software ClustalW versdo 1.8.3 (HALL, 1999). Para construcdo da

arvore filogenética e distancia utilizou-se o programa MEGA versao 5.0.
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As sequéncias recuperadas do GenBank e de isolados brasileiros encontram-
se dispostas no Quadro 6 e foram incluidas para determinagdo de matrizes de
identidade nucleotidica, utilizando o software Bioedit v.7.0.9 (HALL, 1999).

Para a construcéo da &rvore utilizou-se o método de Maxima Verossimilhanga para
a regido parcial (356 nt) do gene env gp 51 dos VLB empregando bootstrap de 1000
réplicas no software MEGA v. 5.0.

Quadro 6 — Sequéncias do VLB recuperadas do GenBank utilizadas para a realizacao
da genealogia, dispondo o nimero de acesso, pais de origem do estudo e o genétipo
determinado (CAMARGOS et al. 2002; CAMARGOS et al., 2007; RODRIGUEZ et al.,
2009; MORATORIO et al., 2010.; D’ANGELINO et al., 2013).

NUumero de acesso Origem Genotipo
FJ808576.1 Argentina 1
FJ808575.1 Argentina 1
FM209469.1 Uruguai 1
FM209475.1 Uruguai 1
JN254640.1 Brasil 1
JN254636.1 Brasil 1
AY228480.2 Brasil 1
FJ808578.1 Argentina 1
AF399702.3 Brasil 5
JN254634.1 Brasil 5
JN254633.1 Brasil 6
JN254635.1 Brasil 6
JN254637.1 Brasil 6
JN254638.1 Brasil 6
JN254639.1 Brasil 6
FJ808582.1 Argentina 6
AY185360.2 Brasil 6

3.6 HISTOTECNICA

Apos a fixagcdo das amostras fetais em formalina 10% tamponada, os 6rgaos
materiais foram cortados em fragmentos menores e submetidos a exames

histopatoldgicos, segundo Prophet et al. (1992).
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Os fragmentos de timo, bacgo, linfonodos, pulméo, coracao, figado, rim, adrenal,
medula espinhal e SNC foram submetidos a desidratacdo em solu¢des de alcool etilico
em concentracdes crescentes, diafanizacdo pelo xilol e embebicdo em parafina
(Quadro 7) adaptado de Prophet et al. (1992). Por fim os fragmentos foram
emblocados em cassetes histolégicos e parafina e identificados.

Quadro 7 - Protocolo de desidratagdo, diafanizagdo e embebicdo por parafina de
orgaos fetais modificado de Prophet et al. (1992).

Reagente Tempo

1. Alcool 70% | 1 hora

2. Alcool 80% | 1 hora

3. Alcool 95% | 0,5 hora

4. Alcool 95% II 0,5 hora

5. Alcool absoluto | 1 hora

6. Alcool absoluto I 1 hora

7. Xilol 1 1 hora

8. Xilol I 1 hora

9. Xilol Nl 1 hora

10. Parafina liquida a 63°C 1 hora
11. Parafina liquida a 63°C 1,5 hora

As amostras emblocadas nos cassetes foram cortadas em micrétomo (4pum de
espessura), estendido em banho-maria a 63°C e colocado em lamina de vidro que
estava previamente tratada com albumina, que ajuda o tecido cortado a aderir a
lamina. As laminas com os cortes histol6gicos foram colocadas em estufa a 63°C
overnight e posteriormente segundo o protocolo de Prophet et al. (1992) com
modificacbes foram submetidas a desparafinizagdo (xilol), hidratacdo em &lcoois e
agua, coloracédo pela HE, desidratacdo em alcoois e diafanizagdo em xilol (Quadro 8).
Depois do processo de coloracéo foi feita a montagem de lamina e laminula com
auxilio de resina sintética (Entellan — Merck®). Por fim as laminas foram analisadas em

microscopio 6ptico comum (Leica®).



33

Quadro 8 - Protocolo de desparafinizacdo, hidratacdo, coloracdo, desidratacdo e
diafanizacdo de laminas de vidro com fragmentos de tecidos cortados em micr6tomo,
modificado de Prophet et al. (1992).

Reagente Tempo
Xilol | 5 minutos
Xilol 1l 5 minutos
Alcool absoluto 2 minutos
Alcool 95% 2 minutos
Alcool 80% 2 minutos
Alcool 70% 1 minuto
Agua corrente Imergir rapidamente
Hematoxilina 30 segundos
Agua corrente Lavar 15 minutos em agua corrente
Eosina 2 minutos
Agua corrente Imergir rapidamente
Alcool 70% Imergir rapidamente
Alcool 80% 1 minuto
Alcool 90% 1 minuto
Alcool absoluto | 5 minutos
Alcool absoluto Il 5 minutos
Xilol | 5 minutos
Xilol 1l 5 minutos
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3.7 IMUNODIAGNOSTICO FETAL

O teste de ELISA indireto empregou o Chekit* Leucose Serum Iddexx®
Laboratories que € um ensaio imunoenzimatico para a detec¢do de anticorpos contra o
VLB nos fluidos das cavidades pleural e ou peritoneal.

Antes de comecar a reacdo, todos os reagentes foram retirados da geladeira
para alcancarem temperatura ambiente (18-25°C) e foram agitados delicadamente por
movimentos circulares ou com um aparelho de vértex.

Em uma placa comum as amostras foram diluidas em uma razdo de 1:10 para
fluido das cavidades toracica/abdominal com diluente do kit. Foram transferidos 100uL
de cada amostra diluida para uma placa de 96 cavidades revestida de antigeno. O
controle negativo foi colocado nas cavidades Al e B1 e o controle positivo nas
cavidades C1 e D1. Agitou-se a placa lentamente e depois foi incubada durante 60
min. a temperatura de 37°C. A placa foi selada para evitar a evaporacdo. Apés a
incubacdo ocorreu o processo de lavagem onde primeiramente todo o contetdo foi
descartado e cada cavidade foi lavada com aproximadamente 300uL de solucéo
tampéao de lavagem por trés vezes, seguida pela secagem sobre papel absorvente de
modo delicado, a fim de eliminar todo o residuo.

Apoés lavagem e secagem da placa, em cada cavidade foram acrescidos 100uL
de conjugado CHEKIT Anti-Ruminant-lgG-PO e a placa foi incubada novamente
durante 60 minutos a 37°C. Repetiu-se 0 mesmo processo de lavagem e acrescentou-
se 100uL de substrato cromégeno 3,3',5,5-Tetrametilbenzidina (TMB) em cada
cavidade da placa, que novamente foi incubada por 15 minutos de temperatura
ambiente (18°C - 25°C). Por fim, adicionou-se 100uL de solucdo de interrupcdo (stop
solution) em cada cavidade da placa para finalizar a reacao e a placa foi levada a uma
leitora de ELISA (Modelo Multiskan Ascent, Thermo Labsystems®), que indicou os
valores de absorbancia de cada amostra, selecionando filtro para comprimento de
onda 450 nm. Para validar o ensaio, a densidade 6ptica (DO) do controle positivo ndo
pode exceder 2,0 e a DO para o controle negativo ndo deve exceder 0,5 e a diferenca
entre o controle positivo e o negativo deve ser > 0,3.

Para interpretar o resultado da amostra (negativo, suspeito ou positivo), a
leitora de ELISA esta conectada a um computador que possui um software. Este
programa analisa a DO de cada amostra individualmente, em relagdo aos controles
positivo e negativo por meio da formula:

Valor (%): DO amostra — DOpeq X 100%

DO pos — DO neg




35

O resultado final da anélise é emitido em % e interpretado segundo o Quadro 9:

Quadro 9 - Interpretacéo dos valores de DO em % das amostra individuais submetidas
ao ELISA CHEKIT Leucose serum da Idexx®.

Valor < 30% >30% a <40% >40%

Interpretacéo Negativo Suspeito Positivo

3.8 OUTRAS ANALISES DIFERENCIAIS DE ABORTAMENTO

3.8.1 Bactérias aerdbicas

No exame bacterioldgico diferencial para outros agentes que nao a B. abortus
foram processados conteldo abomasal e 6rgdos de fetos bovinos abortados, que
foram submetidos as técnicas bacteriol6gicas para isolamento e identificacdo de
bactérias aerdbias (Enterobactérias e cocos gram-positivos) e microaerofilas
(Campylobacter spp., Histophilus somni e Listeria monocytogenes), segundo Kirkbride
(1990), Scarcelli et al. (2004) e OIE (2012). Para Leptospira spp. foi realizada PCR
segundo Scarcelli et al. (2004). Foram considerados como possiveis causas de

abortamento 0s microrganismos isolados em cultura pura ou preponderantes.

3.8.2 Neospora caninum

O diagnoéstico do N. caninum foi realizado em 6rgaos fetais abortados pela
técnica da nested-PCR segundo Cabral et al. (2009).

3.8.3 Herpesvirus Bovino (BoHV) e Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV)

O diagnéstico do BoHV foi realizado em 6rgéos fetais abortados pela técnica
da nested-PCR segundo Rocha et al. (1998).

O diagndstico do BVDV foi realizado em 6rgéos fetais abortados pela técnica
da PCR segundo Weinstock; Bhudevi; Castro (2008).
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4.0 RESULTADOS

4.1 Histopatologia X nested-PCR X ELISA

O diagnéstico diferencial de causas de abortamento bovino foi realizado em 80
fetos e os dados foram tabulados levando em consideracdo positividade e
negatividade ao VLB (Tabela 1).

A co-infeccdo do VLB com outros patdogenos ocorreu em 23,07% (3/13),
especificamente para Klebsiella spp. — 7,69% (1/13), Arcanobacterium pyogenes —
7,69% (1/13) e Streptococcus spp. -7,69% (1/13) em cultura pura. Por outro lado, em
17,91% (12/67) dos fetos negativos para o VLB foi diagnosticado outro patégeno
possivel causador de abortamento, e considerando todos os fetos abortados (positivos
e negativos ao VLB) foi identificado qualquer patégeno em 18,75% (15/80), sendo que
na maior parte dos fetos abortados - 81,25% (65/80) ndo se conseguiu identificar um

patdégeno associado (Tabela 1).

Tabela 1- Diagndéstico diferencial de outros patdégenos identificados nas amostras

fetais positivas e negativas para VLB (Sao Paulo, 2013).

Patbégenos POSITIVO VLB NEGATIVO VLB % (subtotal
% (subtotal /total) | % (subtotal /total) [total)
Arcanobacterium 7,69 (1/13) 1,49 (1/67) 2,50 (2/80)
pyogenes
Brucella abortus 0 1,49 (1/67) 1,25 (1/80)
Klebsiella spp. 7,69 (1/13) 0 1,25 (1/80)
Streptococcus spp. 7,69 (1/13) 0 1,25 (1/80)
Neospora caninum 0 5,97 (4/67) 5,00 (4/80)
BVDV 0 4,48 (3/67) 3,75 (3/80)
Escherichia coli 0 2,98 (2/67) 2,50 (2/80)
Staphylococcus 0 1,49(1/67) 1,25 (1/80)
aureus
BoHV 0 0 0
Leptospira spp. 0 0 0
TOTAL 23,07 (3/13) 17,91 (12/67) 18,75 (15/80)
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As 80 amostras negativas para brucelose foram submetidas ao diagnéstico do
VLB como segue: todos os érgdos que foram coletados na necropsia foram avaliados
pela histopatologia, os érgaos linfaticos (timo, baco e linfonodo) foram avaliados pela
nested-PCR, e liquido téraco-abdominal foi avaliado por ELISA e nested-PCR.

Dentre os 80 fetos submetidos a nested-PCR - 16,25% (13/80) foram positivos
ao VLB. A reacdo da nested-PCR positiva ao VLB apresentou bandas de amplificacéo

em 444pb conforme ilustrado na figura 15:

! 2 3 - Vis+ Vis- c

500pb —> — D o e .

N -

Figura 15 - Imagem de gel de agarose, representativa de amostras de tecidos fetais
submetidas a nested-PCR linhas 1-4. Controle positivo VLB+ (linhagem celular Fetal
Lamb Kidney sabidamente infectada com VLB) e Controle negativo VLB- (células
VERO negativas ao VLB) e M (marcado de peso molecular 100pb); C- controle

negativo (agua ultrapura).

Nenhuma amostra de liquido téraco-abdominal foi positiva no ELISA,
demonstrando que o0 uso desta técnica neste material foi ineficaz para o
imunodiagnéstico fetal. Porém foi possivel detectar DNA pré-viral em duas destas
amostras e nos 6rgaos do sistema linfatico fetal (Tabela 2).

Considerando isoladamente cada érgao linféide, os 6rgdos que apresentaram
maior frequéncia de positividade ao VLB pela nested-PCR foram o timo - 40,00%
(8/20) e 0 bago - 35,00% (7/19), e também foram os 6rgados mais frequentes enviados
para andlise - 95,00% (76/80) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Positividade de 6rgaos do sistema linfatico e liquido téraco-abdominal para
a nested-PCR (S&o Paulo, 2013).

% (amostras % (subtotal amostras
encaminhadas/total positivas /total
Material fetos) amostras positivas)

Liquido téraco-abdominal 72,50 (58/80) 10,00 (2/20)
Linfonodo 70,00 (56/80) 15,00 (3/20)
Baco 95,00 (76/80) 35,00 (7/20)
Timo 95,00 (76/80) 40,00 (8/20)

TOTAL (266 / 80) 100,00% (20/20)

Considerados os 6rgaos e liquido téraco-abdominal de cada feto que foi
enviado para analise, a positividade em um ou mais érgédos linféides na nested-PCR
ocorreu apenas no timo - 30,77% (4/13), seguida pelo baco - 23,08 % (3/13), e menor
frequéncia nas associacdes liquido téraco-abdominal e baco - 15,39% (2/13), sendo
iguais para as associa¢fes liquido téraco-abdominal+baco+timo, linfonodo+timo e
baco+timo, com a frequéncia - 7,69% (1/13). Depreende-se que, ao necropsiar o feto,
aumenta-se a chance de diagnosticar o VLB quando se coletam todos estes materiais,
porque em pouco mais da metade dos fetos - 53,85% (7/13) o virus foi detectado
somente no timo ou no bago e esta possibilidade aumentou com as associagoes,

como demonstrado na frequéncia acumulada (Tabela 3).
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Tabela 3 - Fetos positivos a nested-PCR para VLB considerando os 6rgéos positivos
(S&o Paulo, 2013).

Materiais analisados por feto Fetos positivos

% (subtotal/total)

Frequéncia
acumulada %

Liquido téraco-abdominal 0 (0/13) 0
Linfonodo 0 (0/13) 0
Baco 23,08 (3/13) 23,08
Timo 30,77 (4/13) 53,85
Lig. Téraco-abdominal+ linfonodo 0 (0/13) 53,85
Lig. Téraco-abdominal+ baco 15,39 (2/13) 69,24
Lig. Téraco-abdominal + timo 0 (0/13) 69,24
Lig. Téraco-abdominal + linfonodo + baco + timo 0 (0/13) 69,24
Lig. Téraco-abdominal + baco + timo 7,69 (1/13) 76,93
Linfonodo + bacgo 0 (0/13) 76,93
Linfonodo + timo 7,69 (1/13) 84,62
Baco + timo 7,69 (1/13) 92,31
Baco + timo + linfonodo 0 (0/13) 92,31
Timo+ linfonodo 7,69 (1/13) 100,00

TOTAL 100,00 (13/13) 100,00 (13/13)

Foi possivel evidenciar um elevado nimero de amostras dos tecidos fetais com
infiltrado inflamatério mononuclear, sugerindo processo infeccioso a esclarecer nos
fetos negativos para VLB. Estes agentes puderam ser identificados conforme dados da
Tabela 1: Arcanobacterium pyogenes — 1,49% (1/67), Brucella abortus — 1,49% (1/67),
Neospora caninum — 5,97% (4/67), BVDV — 4,48% (3/67), Escherichia coli — 2,98%
(2/67) e Staphylococcus aureus — 1,49% (1/67), e zero para BoVH-1 e Leptospira spp.
Por outro lado, as alteragdes histopatolégicas nos fetos positivos ao VLB, que foram
confirmadas pela nested-PCR sdo de padrdo mononuclear, sugerindo haver um

agente etioldgico envolvido.
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As amostram positivas e negativas ao VLB apresentaram achados
caracteristicos de infiltrado inflamat6rio mononuclear em diversos 6rgéos, reacéo de

polpa branca esplénica e hiperplasia linféide ganglionar (Figuras 16, 17,18,19 e 20):

Figura 16 - Moderada reacéo de polpa branca esplénica. Baco fetal bovino, positivo
para o VLB, com acumulo de células inflamatérias mononucleares (linfécitos B) em
volta da arteriola central esplénica (Sao Paulo, 2013).

Figura 17 - Hiperplasia linféide timica. Figura 18 - Timo fetal bovino negativo
Timo fetal bovino positivo para VLB com para VLB, sem hiperplasia (Sdo Paulo,
aparente reacdo de hiperplasia (Sdo 2013).

Paulo, 2013).

=

Figura 19 - Hiperplasia linféide Figura 20 - Linfonodo Fetal Bovino,
ganglionar. Linfonodo Fetal Bovino negativo para o VLB, sem hiperplasia
positivo para o VLB, com hiperplasia linfoide (S&o Paulo, 2013).

cortical caracterizando processo

infeccioso (S&o Paulo, 2013).
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Todos os fetos negativos e positivos a nested-PCR para o VLB apresentaram
algum tipo de alteracéo nos 6rgaos linféides (Tabela 4). Nos fetos positivos para VLB,
foi observada no timo hiperplasia linfoide cortical em 15,88% (10/63), no linfonodo
hiperplasia linfoide cortical em 21,05% (7/38) e no baco hiperplasia de polpa branca
em 31,71% (13/41).

Tabela 4 — Frequéncia de altera¢des histopatoldgicas observadas nos 6rgaos linféides
de fetos positivos e negativos ao VLB pela nested-PCR (S&o Paulo, 2013).

Timo Bago Linfonodo
Lesao Neg Pos Neg Pos Neg Pos
Hiperplasia Linféide Cortical 38 10 - - 20 7
Reacédo polpa branca - - 23 13 - -
Sem alteracao 11 0 3 0 10 1
Autodlise/improéprio 4 0 2 0 0 0
Total 63 41 38
% 84,12 15,88 68,29 31,71 78,95 21,05

Grafico 1- Frequéncia de alteracdes histopatoldgicas observadas nos 6rgaos linféides
de fetos positivos e negativos ao VLB pela nested-PCR (Sao Paulo, 2013).

40
35 O Timo negativo

B Timo positivo

OBago negativo

NuUmero de fetos
N
o

=
o o1 O

OBaco positivo

B Linfonodo negativo

de polpa

eacao
branca

O Linfonodo positivo

Hiperplasia
linféide cortical
Sem alteracao

Autolise/Improprio

R

Alteracdes histopatologicas



42

Observou-se pela histopatologia, infiltrado inflamat6rio mononuclear em outros
orgados além do linfatico, como figado, pulméo, coracdo, adrenal, rim e cérebro de

by

fetos positivos e negativos a nested-PCR para o VLB, sugerindo abortamento

infeccioso por outros agentes (Tabela 5).

Tabela 5 — Frequéncia de altera¢cbes histopatoldgicas observadas no figado, pulméo,
coracao, adrenal, rim e cérebro de fetos positivos e negativos ao VLB pela nested-
PCR (Sao Paulo, 2013).

Lesdo Figado Pulméo Coracdo  Adrenal Rim SNC

Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos

Autolise/ - - - - - - 7 - - - 1 -
improéprio

Sem 2 - 8 2 13 8 7 2 27 4 6 2
alteracbes

Infiltrado 19 10 39 11 34 4 14 8 12 4 28 9
inflamatorio

mononuclear

TOTAL 31 60 59 38 47 46

%
67,74 32,26 78,33 21,67 79,66 20,34 73,68 26,32 82,97 17,03 76,08 23,92

Grafico 2 — Frequéncia de alteracbes histopatoldgicas observadas no figado, pulméo,
coracao, adrenal, rim e cérebro de fetos positivos e negativos ao VLB pela nested-
PCR (S&o Paulo, 2013).
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A presenca de alteracdes histopatologicas (infiltrado mononuclear) foi
observada em 100,00% dos fetos positivos ao VLB pela nested-PCR, enquanto que
95,52% (64/67) dos fetos negativos ao VLB apresentaram lesdes (Tabela 6),

sugerindo aborto infeccioso por outros agentes.

Tabela 6 — Resultado da nested-PCR associado a presenca ou auséncia de lesdes
histopatoldgicas (Sé&o Paulo, 2013).

nested- PCR Com leséao Sem leséao % (Subtotal)
% (subtotal) % (subtotal)
Positivo 100,00 (13/13) 0 16,25 (13/80)
Negativo 95,52 (64/67) 4,48 (3/67) 83,75 (67/80)
Total 77 3 80

Quando considerada a aptiddo do rebanho que originou a amostra, observou-
se que a maioria dos fetos foi de origem leiteira — 51,25% (41/80) e que o maior
numero de fetos positivos ao VLB (todos apresentavam lesdo) pertencia a esta
categoria — 61,54% (8/13). Em um namero consideravel de amostras nao foi informada
a aptidao - 38,75% (31/80), havia um namero reduzido de aptiddo de corte - 7,50%
(6/80) e baixa amostragem de fetos considerados como aptidao corte/leite -2,50%
(2/80) (Tabela 7, Gréfico 3).

Tabela 7 - Correlacdo entre o resultado positivo e negativo a nested-PCR, presenca ou

auséncia de lesbes e diferentes aptidées zootécnicas (Sado Paulo, 2013).

Fetos Fetos
Positivos nested-PCR Negativos nested-PCR %
% Iisegg) % Sem leséo 1)
(subtotal/total) (subtotal/total)
Leite 61,54 (8/13) 0 51,56 (33/64) 0 51,25 (41/80)
Corte 7,69 (1/13) 0 6,25 (4/64) 33,33(1/3) 7,50 (6/80)
Corte e 7,69 (1/13) 0 1,56 (1/64) 0 2,50 (2/80)
Leite
Ndo 23,08 (3/13) 0 40,62 (26/64) 66,66 (2/3) 38,75 (31/80)
Informado
Total 100,0% (13) 0% (0) 100,0% (64) 100,0% (3) 100,0% (80)
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Gréfico 3 - Correlacdo entre o resultado positivo e negativo a nested-PCR, presenca

ou auséncia de lesdes e diferentes aptiddes zootécnicas (S&o Paulo, 2013).
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Quando considerada a idade aproximada dos fetos abortados em faixas

etarias, observou-se que a maioria dos fetos abortados positivos a nested-PCR

situaram-se na faixa etaria de 3 a 6 meses — 38,46% (5/13) seguido por 6 a 9 meses —

53,85% (7/13), todos com lesdes na histopatologia (Tabela 8, Grafico 4).

Tabela 8 - Correlacdo entre o resultado positivo e negativo a nested-PCR, presenca ou

auséncia de lesdes e diferentes faixas etarias (Sao Paulo, 2013).

Fetos Fetos
Faixa Positivos nested-PCR Negativos nested-PCR %
etaria Com leséo Com leséo (subtotal/total)
% Sem lesé&o % Sem leséo
(subtotal/total) (subtotal/total)
0a3 0 0 10,94 (7/64) 0 8,75 (7/80)
3a6 38,46 (5/13) 0 39,06 (25/64) 0 37,50 (30/80)
6a9 53,85 (7/13) 0 32,81 (21/64) 75,00 (2/3) 37,50 (30/80)
Nao 7,69 (1/13) 0 17,19 (11/64) 25,00 (1/3) 16,25 (13/80)
informado

Total 100,00% (13) 0% (0)  100,00% (64)  100,00% (3)

100,00% (80)
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Gréfico 4 — Demonstrativo da idade dos fetos positivos e negativos para VLB pela
nested-PCR segundo presenca ou auséncia de alteracBes histopatolégicas (S&o
Paulo, 2013).
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A amostragem de fetos bovinos abortados foi de conveniéncia, sendo oriunda
de rebanhos bovinos de oito Estados Brasileiros. A maior parte dos materiais originou-
se do Estado de Séo Paulo — 48,75% (39/80) e Minas Gerais — 30,00% (24/80), onde
também foi verificada a maior taxa de positividade para o VLB pela nested-PCR em
Séao Paulo - 8,75% (7/80) e Minas Gerais — 5,00% (4/80) (Tabela 9).

Tabela 9 — Distribuicdo de fetos abortados positivos ao VLB pela nested-PCR quanto

aos Estados de origem da amostra (S&o Paulo, 2013).

ESTADOS Amostras encaminhadas Amostras positivas nested-PCR
% (subtotal) % (subtotal)

Bahia 3,75 (3) 1,25 (1)
Distrito Federal 1,25 (1) 0,00 (0)
Espirito Santo 1,25 (1) 0,00 (0)
Goias 6,25 (5) 1,25 (1)
Minas Gerais 30,00 (24) 5,00 (4)
Mato Grosso 1,25 (1) 0,00 (0)
Parana 5,00 (4) 0,00 (0)
Sao Paulo 48,75 (39) 8,75 (7)
N&o informado 2,50 (2) 0,00 (0)

TOTAL

100,00% (80/80)

16,25% (13/80)
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4.2 SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Das 13 amostras de o6rgaos fetais positivas ao VLB pela nested-PCR foi
possivel realizar a reacdo de sequenciamento em sete delas e uma placenta,
totalizando oito amostras sequenciadas. As oito sequéncias obtidas apresentaram
aproximadamente o tamanho de 356pb cada.

4.2.1 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS

Na figura 21 esta representado o alinhamento de nucleotideos parcial (356 nt)
do gene env (gp51). A amostragem obtida no presente estudo: LAP 54363B (Baco),
LAP 55150T (Timo), LAP 55704L (Linfonodo), LAP 56089T, LAP56089L, LAP 57020T,
LAP 57474B e LAP 57095PL (Placenta) foi comparada com as sequéncias
depositadas no Genbank e de isolados brasileiros previamente identificados no
Instituto Biolégico (dados ndo publicados), conforme Quadro 6. Na figura 22 esta

representada a sequéncia de aminoécidos.
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Figura 21 — Alinhamento de 8 fragmentos parciais de 356 nucleotideos do gene env
(gp51) do VLB geradas no presente estudo com outras 17 sequéncias selecionadas no
GenBank j& publicados até o momento e sete sequéncias de isolados brasileiros ainda
nao publicados do Instituto bioldgico (VLB 05 a 11) representando os gendtipos 1, 5 e
6 (Sao Paulo, 2013).

A figura 22 representa o alinhamento das sequéncias geradas no presente
estudo relacionando-as com os isolados brasileiros (ndo publicados) e sequéncias do
GenBank.
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Figura 22 — Aminoacidos traduzidos a partir das sequéncias obtidas neste estudo,

recuperadas do Genbank e isolados brasileiros (ndo publicados) (Sao Paulo, 2013).
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Estédo apresentados no Quadro 10 os valores de similaridade nucleotidicas das

amostras deste estudo frente a elas mesmas e frente as amostras retiradas do

GenBank e isolados do IB.

Quadro 10 - Sequéncias geradas neste estudo com similaridade nucleotidica maxima

e minima, quando comparadas entre si e frente as recuperadas no GenBank e

isolados brasileiros (ndo publicados) (Sao Paulo, 2013).

Similaridade

Identidade Nucleotidica

Entre as sequéncias deste estudo

Méaxima (100%)

LAP 54363B, LAP 56089T e LAP56089L
Minima (95,2%)

LAP 54363B e LAP 55704B

LAP 57474B e LAP 55704 L

LAP 55704L, LAP54363B e LAP 56089L

Entre as sequéncias deste estudo
frente as demais recuperadas do

GenBank e isolados do IB

Maxima (100%)

LAP 54363B e JN254634
LAP 55150T e JN 254639
LAP 56089T e JN254634

LAP 56089L e VLBS5, VLB 9, VLB 10, VLB
11,VLB 7, FJ808576, JN 254640 e JN 254636

LAP 55704 e FJ808578, FM209469, FM209475
Minima (95,2%)

LAP 54363 B e FJ808578, FM209475 e FM
209469

LAP 56089T e FJ808578, FM209475 e FM
209469

LAP 57474B e FJ808578, FM209475 e FM
209469, JIN254637, JIN254635, JIN254633,
JN254638 e FJ808582

LAP 55704 L e IN254634
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4.2.3 Inferéncia filogenética a partir das sequéncias nucleotidicas

A arvore genealdgica referente as sequéncias de 356 (nt) do gene env (gp51)
detectados no presente estudo, juntamente com sequéncias de maior similaridade
recuperados do GenBank, dispondo o nimero de acesso, pais de origem do estudo e
0 genodtipo determinado (CAMARGOS et al. 2002, CAMARGOS et al. 2007,
RODRIGUEZ et al. 2009, MORATORIO et al. 2010., D’ANGELINO et al. 2013) e
isolados brasileiros (ndo publicados) estdo apresentados na Figura 23. Os valores
representados no bootstrap foram de 1.000 repeti¢cdes utilizando o método de Maxima
Verossimilhanca.

JN254638.1 Brasl
FJB808582.1 Argentina
JN254637.1 Brasil

Gen6tipo 6
JN254635,1 Brasil
JN254633.1 Brasl!
o5 AY185360.2 Brasil
& LAP55150T Gentipo 6
€ LAP 57095PL
JN254639.1 Brasil
VLB-06
] -_”—{: VLB-08
@ LAP 57474B
JN254634 .1 Brasil )
AF399702.3 Brasil } Genotipo 5
& LAP 54363B
& LAP 56089T
AY228480.2 Brasil
FM202475.1 Uruguai
g4 | FM209469.1 Urugual Genotipo 1
62 26 ‘ FJ808578.1 Argentina
& LAP 55704L
FJ808575.1 Argentina Gendtipo 1
—— & LAP 57020T
o JN254636.1 Brasi| Genotipo 1
& LAP 58089L
18| |VLB-0S
VLB 07
17—4 VLB-09
VLB-10
VLEB-11
FJB808576.1 Argentina } Gendipo 1
JN254640.1 Brasil

Figura 23 — Arvore filogenética desenvolvida através do método de Méaxima
Verossimilhanca (Software Mega v. 5). Os numeros préximos a cada no representam
os valores de 1000 repeticbes de bootstrap (S&o Paulo, 2013).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo buscou correlacionar as caracteristicas histopatolégicas
(HE), ELISA para detecgédo de anticorpos anti-VLB e nested-PCR para detec¢do do
DNA pré-viral do VLB em amostras de 6rgéos fetais de bovinos abortados. O método
de avaliacdo histopatolégica com HE detecta possiveis alteracdes inflamatérias nos
tecidos fetais, lembrando que a histopatologia € método de baixa especificidade
porque apenas sugere a presenca de um agente causal, ndo o determinando, sendo
necessarios testes diagnosticos especificos (DEL FAVA; PITUCO; GENOVEZ et al.,
2007; CABRAL et al., 2008).

De acordo com os dados apresentados nas Tabelas de 4 a 9 e graficos 1 e 2,
observa-se que as alteracdes histopatoldgicas das amostras positivas para nested-
PCR para o VLB sugerem uma reacdo celular frente a um agente infeccioso viral,
como a hiperplasia linféide nos 6rgaos linfoides (timo, bago, linfonodo), e infiltrado
inflamatério mononuclear nos 6rgdos de outros sistemas (cérebro, pulméo, coracéo,
figado, rim), ou seja, observou-se reatividade linfoproliferativa generalizada nos
orgaos fetais infectados pelo VLB. Segundo Tizard (2002), as infeccdes por agentes
patogénicos podem ser brandas na mée e letais no feto, deste modo, as infec¢Bes
fetais levam ao desenvolvimento de hiperplasia linfoide e também ao aumento de
imunoglobulinas. A presenca de imunoglobulinas no soro de um bezerro neonato
antes que esse mame 0 colostro indica que ocorreu a estimulacdo antigénica fetal
intra-uterina.

Um estudo realizado por Onuma (1989) demonstrou em doze fetos colhidos no
abatedouro a deteccéo de antigeno especifico para VLB associado ao tumor utilizando
a técnica de Imunofluorescéncia, sendo positivas para o marcador de células
neoplasicas “cl 43” em todas as amostras de timo, e em 1% de células no baco, figado
e nenhuma positiva nos rins, pulmdes, coragdo e mausculo, confirmando assim a
necessidade do uso de 6rgaos linféides de fetos no diagndstico, como a presente
pesquisa sugere, baseada em maior nivel de positividade destes tecidos ao VLB pela
nested-PCR (Tabelas 2, 3 e 4).

Ohshima et al. (1982) observaram lesbes histopatolégicas dos tecidos dos
fetos obtidos de vacas positivas ao VLB, que foram sacrificadas in extremis, estes
autores puderam verificar em geral nos linfonodos hiperplasia folicular do centro
germinativo, e o cortex com proliferagdo de células reticulares e células neoplasicas
nos linfonodos, além de nédulos tumorais em tecido adiposo perirenal e no pulmao

(tecido interlobular e alvéolo), no masculo esquelético e na leptomeninge, acimulo de
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células neoplasicas em tecido subcutaneo, na placenta fetal e na gelatina de Wharton
ao longo do corddo umbilical. Apés o0 nascimento, em animais jovens e adultos
observa-se que o VLB possui tropismo especial por tecidos linféides, principalmente
linfocitos B (AIDA et al.,, 1989; SCHWARTZ et al., 1994), sendo entdo encontrada
reacdo linféide tecidual mais facilmente em abomaso, linfonodos, baco, coracao,
utero, figado e rins de animais com linfossarcoma (PARODI, 1987).

O sistema linfocitario € composto por érgaos linféides primarios e secundarios.
Os mamiferos possuem a producao de linfécitos T no timo e os linfocitos B no figado e
medula éssea, e os 6rgaos linféides secundarios sédo caracterizados pelo baco e
linfonodo (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1989). O timo é o primeiro érgao linfide a se
desenvolver no embrido, cerca de 40 dias apdés a concepc¢do, seguido pelos érgaos
linféides secundarios, onde o baco inicia seu desenvolvimento por volta de 55 dias e o
linfonodo depois de 60 dias (TIZARD, 2002). Os 6rgédos linfides estao diretamente
relacionados a resposta imune humoral e celular do animal.

O aparecimento das células B no feto ocorre logo apds o desenvolvimento do
baco e dos linfonodos, ou seja, uma vez formados, os 6rgaos linféides sdo capazes de
responder ao estimulo antigénico, porém, nem sempre ocorre a estimulacdo destes
(TIZARD, 2002). Outra hipbétese a ser considerada € que os liquidos toracico e
abdominal ndo seriam o melhor material para realizar esta andlise, porém nao foi
coletado soro fetal ou materno para esta comparacdo, apesar da OIE (2011)
recomendar que soro sanguineo materno e fetal sejam materiais de eleicdo na
deteccdo de anticorpos anti-VLB. Por outro lado, a OIE sugere também que o liquido
téraco-abdominal pode ser utilizado na detec¢édo de antigeno viral pela nested-PCR, e
isto foi verificado em duas amostras 10,5% (2/19) (Tabela 2), onde houve
correspondéncia na positividade entre os exsudatos e demais 6rgdos nestes dois
fetos.

O presente estudo demonstrou uma alta taxa de infec¢do transplacentaria
16,25% (13/80), pela identificacdo do DNA proé-viral do VLB, confirmando a hipétese
de diversos estudos apresentados, com indice de positividade bem préximo aos
publicados por outros autores. Jacobsen (1983) verificou que a transmissao uterina
ocorreu frequentemente no primeiro trimestre de gestacdo em até 8% das gestacdes
de animais soropositivos, principalmente em vacas com alta concentracdo do virus e
baixos titulos de anticorpos, enquanto que Kono (1983) verificou que a transmissao
vertical em bezerros antes da ingestdo do colostro foi de 20% utilizando a IDGA.
Hubner et al. (1997) encontraram em rebanhos leiteiros 4,8% bezerros

congenitamente infectados, sorologicamente positivos antes de mamar o colostro, pela
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IDGA. Klimentowski (1991) encontrou em bezerros de dois rebanhos, antes de
ingerirem o colostro, 10 e 13% animais positivos para o VLB pela IDGA, e 15 e 22%
pelo ELISA. Agresti et al. (1993) verificaram que bezerros infectados intra-
uterinamente (sorologia fetal positiva pela IDGA) nasceram de maes com linfocitose
persistente. Desta forma discorda-se de Meas et al. (2002), que afirmam ser
insignificante a infecdo transplacentaria, e que a principal porta de entrada do VLB
para os bezerros € oral, devido a ingestdo do colostro.

A amostragem do presente estudo revelou que os fetos abortados situavam-se
na faixa etaria a partir dos trés primeiros meses de gestacdo. Ohshima et al. (1982)
examinaram fetos oriundos de vacas prenhas que estavam em estagio de
linfossarcoma avancado e que foram sacrificadas in extremis, onde a avaliacdo
soroldgica fetal pela IDGA revelou 33,3% fetos sororeagentes, entre idade de cinco a
nove meses de gestacdo, concordando com a possibilidade de transmisséo vertical do
VLB na faixa etaria observada no presente estudo, demonstrando que a leucemia
bovina pode surgir bem cedo na vida do animal e que, como ndo ha uma grande
passagem de imunoglobulinas através da placenta em ungulados e os fetos bovinos
sdo incapazes de produzir anticorpos antes dos 100 dias de gestacdo, os anticorpos
foram produzidos pelos fetos. Tizard (2002) explica que o fato da placenta dos
ruminantes ser sindesmocorial faz com que o epitélio coribnico que fica em contado
direto com os tecidos uterinos blogueie totalmente a passagem transplacentaria de
imunoglobulinas. Jacobsen (1983) verificou que a transmissdo uterina ocorreu
frequentemente no primeiro trimestre de gestacdo em até 8% das gestacbes de
animais soropositivos, principalmente em vacas com alta concentracdo do virus e
baixos titulos de anticorpos.

Segundo Ohshima et al. (1982), a avaliacdo sorolégica em fetos de vacas com
linfossarcoma revelou que 33,3% destes eram sororeagentes, com idade variando de
cinco a nove meses de gestacdo. No presente trabalho, apesar de a maior parte dos
fetos estar em idade gestacional acima de trés meses, nenhuma amostra de liquido
toracico e abdominal submetida ao teste de ELISA apresentou anticorpos anti-VLB.
Isso pode ser devido a varios fatores, entre os quais:
1°) baixos titulos de infecgcéo viral - que ndo provocam suficiente resposta imune,
teoria proposta por Juliarena , Gutierrez e Ceriani (2012), que observaram o néo
desenvolvimento de anticorpos quando a carga viral do VLB é menor de 100 cépias de
DNA pro-viral/ug;
2°) resposta ausente do sistema imune — quando ndo ocorre o reconhecimento do

antigeno viral, relatado por Trainin et al. (1996), onde o VLB pode causar uma
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desregulacdo no sistema imune em nivel celular e humoral, gerando diminuicdo de
células produtoras de IgM nos nddulos linfaticos e bacgo (deficiéncia na resposta imune
primaria);

3°) longo periodo de incubacdo do VLB até causar a soroconversdo (janela
imunoldgica) - como descrito por Jones (2000);

4°) laténcia viral - fendbmeno comprovado por Taylor e Jacobs (1993) e Van Den
Heuvel et al. (2007), podendo ocorrer devido a uma proteina conhecida como fator de
blogueio de plasma (PBF).

Na Tabela 1 observou-se co-infeccdo do VLB e outros agentes patogénicos
(bacterianos, parasitarios e virais), porém a amostragem reduzida nao permitiu
demonstrar estatisticamente se ocorre correlagdo entre infeccdo pelo VLB, outros
agentes e lesdes teciduais, o que justifica continuar estudos nesta linha, a fim de
verificar o papel do VLB no abortamento bovino, isoladamente ou em infecgdo mista,
tendo em vista que os indices de bovinos infetados sdo elevados em diversas regibes
do Brasil, conforme assinalado no Quadro 1. Por ser retrovirus, o VLB pode estar
causando imunossupressdo (FERRER, 1980; AZEDO et al.,, 2008; AZEDO et al.,
2011) e favorecendo infeccdo por agentes oportunistas na mae e sua passagem
transplacentaria para o feto.

A maior frequéncia de fetos positivos ao VLB pela nested-PCR foi observada
em rebanhos de aptidao leiteira — 61,54% (8/13) e 23,8% (3/13) néo foi informada a
aptiddo (Tabela 7). Outros autores observaram no Brasil altas prevaléncias de
sororeatividade em animais leiteiros (LEITE et al., 1984; BIRGEL JUNIOR et al., 1995;
MEGID et al., 2003). Segundo o ANUALPEC (2011), no ano de 2010, o rebanho
bovino brasileiro era composto por 174.090.818 cabecas, sendo a maior parte -
139.886.154 gado de aptidao corte e 34.204.665 na aptidao leiteira.

N&o foi possivel fazer uma correlacdo entre as técnicas de ELISA indireto e
nested-PCR, pelo fato da porcentagem de animais com anticorpos ter sido igual a 0%.
Isto demonstra a importancia do diagnoéstico direto da doenga, onde as técnicas
moleculares podem diagnosticar animais em incubacéo, ou seja, individuos que ainda
nao soroconverteram (laténcia viral) para o VLB (NAIF et al., 1992; KLINTEVALL et al.,
1994; MARTIN et al., 2001).

A presenca de baixo titulo de anticorpos contra o VLB pode estar relacionada a
baixa carga viral presente no animal. Juliarena, Gutierrez e Ceriani (2012) observaram
gue, em animais com linfocitose, a carga viral estava acima de 100.000 cépias de DNA

pro-viral/ug gerando assim uma resposta imune alta, porém em animais sem
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linfocitose, ou seja, carga viral menor que 100 copias de DNA pré-viral/ug, podem néo
desenvolver anticorpos.

Tanto fetos positivos quanto negativos na nested-PCR para VLB, e positivos e
negativos para outros agentes etioldgicos apresentaram alteracdes inflamatorias.
Cabral et al. (2008) e Okano et al. (2003) descrevem altera¢gdes inflamatérias nos
tecidos de fetos abortados, sendo necessario associar técnicas sensiveis e especificas
para detectar o agente. Outra hipétese a ser feita € se haveria a possibilidade de o
animal infectado intrauterinamente desenvolver tumores mais precocemente do que
um animal infectado ap6s o nascimento, porque o periodo de incubacao fetal comeca
em periodos gestacionais variaveis. Silva et al. (2008) observaram em uma vaca de
trés anos de idade formagdes tumorais e sintomas de um animal adulto, sugerindo que
este animal tenha adquirido a doenca na sua vida intrauterina ou nos primeiros meses
de vida.

Por se tratar de amostra de conveniéncia, a maior parte dos fetos positivos ao
VLB foi oriunda do Estado de Sédo Paulo — 53,85% (7/13) e Minas Gerais — 30,77%
(4/13) (Tabela 2). Estes materiais foram encaminhados por médicos veterinarios que
atuam nas referidas regibes utilizam os laboratorios locais com referéncia na area de
sanidade animal de seu Estado para realizarem as andlises microbioldgicas.

O programa de combate a brucelose tem se mostrado eficaz pelo baixo nimero
de animais reagentes verificado por estudo de soroprevaléncia realizado nos rebanhos
do Estado de S&o Paulo pela Coordenadoria de Defesa Agropecuaria de Sao Paulo e
o MAPA (DIAS et al., 2009), bem como nos rebanhos de Minas Gerais realizado pelo
Instituto Mineiro de Agropecuaria e 0 MAPA (GONCALVES et al., 2009). No periodo
em que foi realizado o presente estudo de amostragem de conveniéncia, salienta-se
gue apenas 1,25% (1/80) dos fetos enviados ao CPDSA do Instituto Biolégico para
diagnéstico diferencial de abortamento bovino foi positivo para brucelose (técnica de
isolamento e PCR), corroborando os resultados de diagnéstico direto (pesquisa do
agente) aqui obtidos com os resultados de soroprevaléncia (diagnéstico indireto -
pesquisa de anticorpos) publicados por Dias et al. (2009) no Estado de S&o Paulo e
Gongalves et al. (2009) no Estado de Minas Gerais. As taxas de brucelose estdo
baixas como consequéncia das a¢fes que as agéncias de Defesa Sanitaria Animal
destes Estados implantaram, atendendo as normas do PNCEBT (BRASIL, 2001).
Observa-se pela literatura compulsada que, devido a utilizagcdo das técnicas
moleculares houve um aumento da sensibilidade analitica do diagnéstico direto da
brucelose. Por outro lado, com o avanco da campanha de erradicacdo desta

enfermidade, espera-se obter progressiva diminuicdo do abortamento por este agente
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causal, sendo necessério implantar técnicas laboratoriais mais sensiveis e especificas
para as enfermidades prevalentes, bem como ampliar o leque de possibilidades para a
investigacdo de outras enfermidades da reproducdo que possam estar acometendo 0s
bovinos. As enfermidades néo infecciosas também precisam ser investigadas, tendo
em vista que possuem importante participacdo nas perdas embriondrias e fetais de
bovinos (PITUCO; DEL FAVA, 2003; ANTONIASSI et al., 2007; DEL FAVA; PITUCO;
GENOVEZ, 2007).

Considerando-se que foi observada positividade para o VLB - 16,25% (13/80),
justificando-se a continuidade dos estudos epidemiolégicos e também a busca de
outros patdgenos que possam estar causando abortamento em fémeas bovinas,
complementando o diagndstico diferencial, como sugerido por Okano et al. (2003),
Scarcelli et al. (2004), Genovez et al. (1993, 2006), Del Fava; Pituco; Genovez (2007)
e Cabral et al. (2008).

Conforme as tabelas 2 e 3, os érgao linféides (timo, baco e linfonodo) foram de
grande importancia na detec¢cao do DNA pré-viral do VLB, podendo ser sugerido como
material de eleicdo no diagnéstico deste virus. Segundo Tizard (2002), quando
antigenos sdo administrados em um feto intravenosamente, uma grande concentracao
€ capturada no figado, baco e medula 6ssea, e a resposta imune primaria (producao
de anticorpos) ocorrera em grande escala no bacgo e linfonodos. N&o foi estabelecida
no protocolo de colheita do projeto original a colheita de medula Gssea fetal, porém
nada impede que em projetos futuros este material possa ser também avaliado, nédo
somente para 0s agentes virais, mas também bacterianos e parasitarios, tendo em
vista que existem as células tronco que podem se diferenciar. Outro aspecto favoravel
para a colheita de material da medula 6ssea reside no fato de que é dificil haver
contaminac&o por microrganismos ambientais, tendo em vista que a medula 6ssea
estd protegida pelo tecido 6sseo, 0 que favorece o isolamento em cultura pura.

O diagnodstico diferencial para outras causas de abortamento nos fetos
independente de serem positivos ou negativos para o VLB foi realizado em pool de
orgaos fetais e ou conteudo abomasal, considerando-se como possivel patégeno
causador do abortamento o Arcanobacterium pyogenes e Escherichia coli - 2,50%
(2/80), Neospora caninum - 5,00% (4/80), BVDV - 3,75% (3/80), sendo semelhantes
para Brucella abortus, Klebsiella spp.,Streptococcus spp. e Staphylococcus aureus
1,25% (1/80), podendo ser estes microorganismos 0s causadores do infiltrado
inflamatorio e reacdo do sistema linféide observados nos diversos 6rgdos, conforme
Tabelas 4 e 5.
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Das 13 amostras positivas pela nested-PCR foi possivel obter apenas oito
sequéncias nucleotidicas que foram utilizadas para a realizacdo da andlise
filogenéticas sendo uma delas uma placenta. Podemos relacionar a baixa quantidade
de material para o sequenciamento a perdas relacionadas a quantidade de DNA
presente na amostra e a purificacdo insatisfatoria dos produtos submetidos a reagéo
de sequenciamento. Verificou-se a presenca de diferentes clusters nas amostras do
presente estudo, mesmo entre isolados brasileiros.

A analise filogenética das oito sequéncias parciais do gene env (gp51) do VLB
evidenciou a presenca de 3 gendétipos diferentes (1, 5 e 6). Foi constatado que a
amostra LAP 56089L apresentou semelhanca nucleotidica de 100% com as
sequéncias FJ808576 da Argentina (RODRIGUEZ et al., 2009) e brasileiras JN254640
e JN254636 descritas por D’Angelino et al. (2013) pertencentes ao gendtipo 1.

Rodriguez et al. (2009) salientam em seu trabalho a importancia do diagnéstico
molecular do VLB identificado nos hospedeiros, pois esse virus possui uma
diversificacdo de gendtipos observada por sequéncias semelhantes, porém separadas
por ramos mais longos. A analise feita a partir dos epitopos da gp51 gera preocupacao
devido & sua alta variabilidade genética, que pode causar dificuldade na sua
identificacdo na populacao a ser estudada. Segundo Trono (2001), essas variacGes na
base molecular sdo as responsaveis pela diferenca no diagnéstico molecular e
sorolégico, gerando assim resultados diferentes (FECHNER et al.,1996; REICHEL et
al, 1998). A sequéncia LAP 54363B/SP apresentou similaridade com a amostra
JN254634 também encontrada no estado de S&o Paulo, segundo D’Angelino et al.
(2013) enquadrando-se no gendétipo 5. Também no gendtipo 5 podemos encontrar a
amostra LAP 57474B proveniente do Estado de Minas Gerais quando comparada no
mesmo cluster com a amostra descrita por Camargos et al. (2002), AF399702,
também vinda do Estado de Minas Gerais, demonstrando assim a presenca desse
gendtipo nesse Estado. Camargos et al. (2007), inferiram em seu trabalho que nao foi
possivel concluir com as mudangas nas sequéncias dos isolados brasileiros a
interferéncia na patogenicidade viral e tropismo celular, como nao foi também possivel
verificar neste estudo. No atual estado da arte, depreende-se que mais estudos de
epidemiologia molecular necessitam ser realizados a fim de compreender a
distribuicdo do agente e sua correlagdo com achados clinicos.

Conforme também descrito por D’Angelino et al. (2013) a sequéncia JN254639
pertencente ao gendétipo 6 possui uma similaridade de 100% quando comparada a

sequéncia LAP 55150T, as duas amostras sao do Estado de Sao Paulo.
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Observou-se que a amostra LAP 55704L est& no cluster correspondente ao genétipo
proximo as sequéncias FJ808578 (Argentina) descrito por Rodriguez et al,(2009) , FM
209475 e FM 209469 (Uruguai) sendo amparadas por elevado valor de bootstrap (94)
e pertencente ao gendtipo 1. Moratério et al. (2010) demonstram que existem
diferentes cepas circulantes no Brasil como 1, 5, 6 e 7, dados que sdo concordantes
com o presente estudo, e que as amostras do Uruguai apresentavam apenas o
gendtipo 1. Sendo assim, revela um cluster geografico especifico de cepas VLB. A
sequéncia LAP 56089T encontra-se com similaridade maxima com a amostra
brasileira IN254634 pertencente ao genaotipo 5.

As amostras LAP 57095PL e 551570T apresentaram um bootstrap de 95% no
mesmo cluster da amostra brasileira de Gen6tipo 6 JIN254634.
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6. CONCLUSAO

O VLB apresenta um elevado indice de transmisséo transplacentaria — 16,25%
(13/80) e encontra-se disseminado nos Estados de S&o Paulo — 8,75% (7/80) e Minas
Gerais — 5,00% (4/80), tendo sido identificado em fetos bovinos abortados a partir do
segundo trimestre de gestacado - 38,46% (5/13) e, principalmente, no ultimo - 53,85%
(7/13), com maior frequéncia em gado de aptidao leiteira - 61,54% (8/13).

Os genotipos 1, 5 e 6 encontrados foram os mais frequentes e esta casuistica
corrobora com estudos realizados no Brasil, Argentina e Uruguai.

O teste de sorologia ELISA ndo demonstrou ser ferramenta eficiente na
pesquisa de anticorpos nos liquidos téraco/abdominal. A nested-PCR mostrou-se mais
sensivel na deteccéo da infeccao fetal quando utilizado este tipo de material.

Nao foi possivel correlacionar os resultados entre os exames histopatologicos e
a nested-PCR para o VLB, isoladamente ou em co-infeccdo com outros patégenos,
porque tanto os fetos positivos quanto negativos ao VLB apresentaram reacfes dos
orgaos linféides (baco, timo e linfonodos) e infiltrado linfoplasmocitico nos demais
orgaos (figado, coracao, rim, adrenal, cérebro e pulmao).

Pode-se concluir que a transmissdo transplacentaria do VLB ocorre em um
nivel consideravel nos rebanhos brasileiros, porém mais estudos sdo necessarios a
fim de verificar a importancia do VLB com agente causal de abortamento bovino,

associado ou ndo a outros patdégenos.
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8.ANEXOS-
Apexol- Certificado da Comiss&o de Etica na Experimentacdo Animal (CETEA)
namero 122/12 , aprovado em 28/margo/ 2102.

SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO

COMISSAD DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL ~ CETEA-IB

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 122112 sobre o Projeto: ‘Gestio sanitaria do abortamento bovino: virus da Leucemia Bovina
como agente causal”, sob a responsabilidade de Claudia Del Fava, esta de acordo com os principios Eticos na Experimentagao
Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio / Colégio Brasileiro de Experimentagac Animal
{SBCAL/COBEA,).

Protocolo aprovado pela CETEA-IB em 28 de margo de 2012
S#o Paulo, 28 de margo de 2012
el

; /|
Ricarda Spacagna Jordao
Cooflenatdr da CETEA-IB

CETEA-IB

Registro
Nimero : 122/12
Livro : 02
Folha : 22

Data: 28/03/12
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Anexo 2 - Planilha de encaminhamento para fetos ruminantes (LAP- REG-026 revisao
04 de 20/09/12).
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Anexo 3 - Sequéncias nucleotidicas VLB

As sequéncias nucleotidicas do gene env do VLB geradas no presente estudo
encontram-se relacionadas abaixo.

>LAP 54363B
GAGCCCCGATGCCCTTATGTGGGGGCAGATCGCTTCGACTGCCCCCACTGGGAC
AACGCCTCCCGGGCCGATCAAGGATCCTTTTATGTCGATCATCAGATTTTATTCCT
GCATCTCAAACAATGTCATGGACTTTTCACCCTAACCTGGGAGATATGGGGATATG
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAAATCCCTGATCCCCCTCAACCTGACTTCC
CTCAGCTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTCTAAA
TCAAACGGCACGGGCCTTCCCCGACTGTGCTATATGTTGGGAACCTTCCCCTCCC
TGGGCTCCAGAAATATTAGTATA

>LAP 56089T
GAGCCCCGATGCCCTTATGTGGGGGCAGATCGCTTCGACTGCCCCCACTGGGAC
AACGCCTCCCGGGCCGATCAAGGATCCTTTTATGTCGATCATCAGATTTTATTCCT
GCATCTCAAACAATGTCATGGACTTTTCACCCTAACCTGGGAGATATGGGGATATG
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAAATCCCTGATCCCCCTCAACCTGACTTCC
CTCAGCTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTCTAAA
TCAAACGGCACGGGCCTTCCCCGACTGTGCTATATGTTGGGAACCTTCCCCTCCC
TGGGCTCCAGAAATATTAGTATA

>LAP 57474B
GAGCCCCGATGCCCTTATGTGGGGGCAGATCGCTTCGACTGCCCCCACTGGGAC
AARGCCTCCCYGGCCGATCAAGGATCCTTTTATGTCYATCATCAGATTTTATTCCT
GCATCTCAAACAATGTCATGGAKTTTTCACRCTAACCTGGGAGATATGGGGATATG
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAAATCCCTGATCCCCCTCAACCRGACTTC
CCTCAGRTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTRTAA
ATCAAACGGCACGGGCCTTCCCKGACTGTGCTATATGTTGGGAACCTTCCCCTCC
CTGGGCTCCKGAAATATTAGTATA

>LAP 56089L
GAGCCCCGATGCCCTTATGTGGGGGCAGATCGCTTCGACTGCCCCCACTGGGAC
AATGCCTCCCAGGCCGATCAAGGATCCTTTTATGTCAATCATCAGATTTTATTCCT
GCATCTCAAACAATGTCATGGAATTTTCACTCTAACCTGGGAGATATGGGGATATG
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAGATCCCTGATCCCCCTCAACCCGACTTT
CCCCAGTTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTTTAA
ATCAAACAGCACGGGCCTTCCCAGACTGTGCTATATGTTGGGAACCTTCCCCTCC
CTGGGCTCCCGAAATATTAGTATA

>LAP 57020T
GAGCCCCGATGCCCTTATGTGGGGGCAGATCGCTTCGACTGCCCCCACTGGGAC
AATGCCTCCCAGGCCGATCAAGGATCCTTTTATGTCAATCATCAGATTTTATTCCT
GCATCTCAAACAATGTCATGGAATTTTCACTCTAACCTGGGAGATATGGGGATATG
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAGATCCCTGATCCCCCTCAACCCGACTTT
CCCCAGTTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTTTAA
ATCAAACAGCACGGGCCTTCCCAGACTGTGCTATATGTTGGGAACCTTCCCCTCC
CTGGGCTCCCGAAATATTAGAATA

>LAP 55704L
GAGCCCCGATGCCCTTATGTGGGGGCAGATCGCTTCGACTGCCCCCACTGGGAC
AATGCCTCCCAGGCCAATCAAGGTTCCTTTTATGTCAATCATCAGATTTTATCCCT
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GCATCTCAAACAATGTCATGGAATTTTCACTCTAACCTGGGAGATATGGGGATATG
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAGATCCCTGATCCCCCTCAACCCGACTTT
CCCCAGTTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTTTAA
ATCAAACAGCACGGGCCTTCCCAGACTGTGCTATATGTTGGGAACCTTCCCCTCC
CTGGGCTCCCGAAATATTAGTATA

>LAP 551570
GAGCCCCGATGCCCTTATGTGGGGGCAGATCGCTTCGACTGCCCCCACTGGGAC
AATGCCTCCCAGGCCGATCAGGGATCCTTTTATGTCAATCATCAGACTTTATTCTT
GCATCTCAAACAATGTCATGGAATTTTCACTCTAACCTGGGAAATATGGGGATATG
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAAATCCCTGATCCCCCTCAACCCGACTTC
CCTCAGTTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTTTAA
ATCAAACGGCACGGGCCTTCCCAGACTGTGCTATATGTTGGGAACCTTCCCCTCC
CTGGGCTCCCGAAATATTAGTATA

>LAP 57095PL
GAGCCCCGATGCCCTTATGTGGGGGCAGATCGCTTCGACTGCCCCCACTGGGAC
AATGCCTCCCAGGCCGATCAGGGATCCTTTTATGTCAATCATCAGACTTTATTCRT
GCATCTCAAACAATGTCATGGAATTTTCACTCTAACCTGGGAAATATGGGGATATG
ATCCCCTGATCACCTTTTCTTTACATAAAATCCCTGATCCCCCTCAACCCGACTTC
CCTCAGTTGAACAGTGACTGGGTTCCCTCTGTCAGATCATGGGCCCTGCTTTTAA
ATCAAACGGCACGGGCCTTCCCAGACTGTGCTATATGTTGGGAACCTTCCCCTCC
CTGGGCTCCCGAAATATTAGTAT
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Anexo 4 - Tabela de similaridade entre as sequencias de VLB
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Anexo 5 — Fetos bovinos abortados encaminhados segundo data, registro LAP e TA, sexo, raga, idade, procedéncia (municipio/Estado),
resultados VLB (ELISA, nested-PCR), exames IBR/BVD/Neospora e bacteriolégicos (Sdo Paulo, 2013).

07.01.09 55484-B 080010 Girolanda BilaccSP | NEG | NEG |  —— |
55484-T 080010 F Girolanda 3 Bilac-SP NEG NEG |  —— | e
08.01.09 55485-B 080025 F HPB\leite Pres. Olegario-MG NEG NEG | — |
55485-T1 080025 F HPB\leite 7 Pres.Olegario-MG NEG NEG | - | e
55485-T2 080025 F HPB\leite 7 Pres. Olegario-MG NEG NEG | - | e
28.01.09 55523-B 080156 M HPB\leite 5 Nova Odessa-SP NEG NEG | - | e
55523-T 080156 M HPB\leite 5 Nova Odessa-SP NEG NEG |  —— | e
12.02.09 55553-B 080233 M NI 8 Uberlandia-MG NEG NEG | - | e
55553-T 080233 M NI 8 Uberlandia-MG NEG NEG | — | e
11.03.09 55581-B 080379 F leite 8 S&o Paulo-SP NEG NEG | — | e
55581-T 080379 F leite 8 Sé&o Paulo-SP NEG NEG |  —— | e
20.12.07 54363-B 030579 NI Mestica 6 S. Jodo Boa Vista-SP NEG POS | - |
54363-T 030579 NI NI 6 S. Jodo Boa Vista-SP NEG NEG | — |
08.01.08 55379-B 080003 NI Jersey\leite 5 Atibaia-SP NEG NEG NEG NEG
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8 20.02.08 55468-B 080003 NI Simental\corte 6 Araras-SP NEG NEG NEG NEG
9 16.05.08 54769-B 080469 NI HPBl\leite 8 Ibiuna-SP NEG NEG NEG Arcanobacterium pyogenes
54769-T 080469 NI HPB\leite 8 Ibiuna-SP NEG NEG NEG
10 16.05.08 54774-B 080496 NI Hol.\leite 4 Valentin Gentil-MG NEG NEG NEG NEG
54774-T 080496 NI Hol \leite 4 Valentin Gentil-MG NEG NEG NEG NEG
11 09.09.08 55150-B 081137 NI leite 6 Sé&o Sebastido-SP NEG NEG NEG NEG
55150-T 081137 NI leite 6 Sé&o Sebastido-SP NEG POS NEG NEG
12 08.09.09 55704-B 89808 F Girolando 7 Itapeva/MG NEG NEG NEG | -
55704-T 89808 F Girolando 7 Itapeva/MG NEG NEG NEG | -
55704-L 89808 F Girolando 7 Itapeva/MG NEG POS NEG | -
55704-LT 89808 F Girolando 7 Itapeva/MG NEG NEG NEG | -
13 55710-B 92809 F Girolando 2 Porto Rico/PR NEG NEG NEG |
55710-T 92809 F Girolando 2 Porto Rico/PR NEG NEG NEG |
14 04.06.09 55712-B 95309 F Girolando 7 Prata/ MG NEG POS NEG | 0
55712-T 95309 F Girolando 7 Prata/ MG NEG POS NEG | 0
55712-L 95309 F Girolando 7 Prata/ MG NEG NEG NEG |
55712-LT 95309 F Girolando 7 Prata/ MG NEG POS NEG | 0
15 19.06.09 55736-B 101409 F NI 8 Uberlandia/MG NEG NEG NEG | e
55736-T 101409 F NI 8 Uberlandia/MG NEG NEG NEG | e
55736-L 101409 F NI 8 Uberlandia/MG NEG NEG NEG | e
55736-LT 101409 F NI 8 Uberlandia/MG NEG NEG NEG |
16 19.06.09 55741-B 103509 M NI 3 Carmo do Paraiba/MG NEG NEG NEG |
55741-T 103509 M NI 3 Carmo do Paraiba/MG NEG NEG NEG |
55741-LT 103509 M NI 3 Carmo do Paraiba/MG NEG NEG NEG |
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17 23.06.09 55746-B 08/1055 F Mestica 5 Itapetininga/SP NEG NEG |  -—— | e
Holandesa
55746-T 08/1055 F Mestica 5 Itapetininga/SP NEG NEG | - | e
Holandesa
55746-LT 08/1055 F Mestica 5 Itapetininga/SP NEG NEG | - | e
Holandesa
18 16.07.09 55801-B 89809 F Red Angus 8 Itu/SP NEG NEG NEG
55801-T 89809 F Red Angus 8 Itu/SP NEG NEG NEG
55801-L 89809 F Red Angus 8 Itu/SP NEG NEG NEG Brucella abortus
55801-LT | 89809 F Red Angus 8 Itu/SP NEG NEG NEG
19 16.07.09 55802-B 08-1232 F Girolando 8 lepé/SP NEG NEG NEG
55802-T 08-1232 F Girolando 8 lepé/SP NEG POS NEG Klebsiella spp.
55802-LT | 08-1232 F Girolando 8 lepé/SP NEG NEG NEG
20 07.10.09 55931-B 08-1900 F NI 3 Jaborandi-BA NEG POS NEG |
55931-T 08-1900 F NI 3 Jaborandi-BA NEG NEG NEG | -
55931-L 08-1900 F NI 3 Jaborandi-BA NEG NEG NEG | -
55931-LT | 08-1900 F NI 3 Jaborandi-BA NEG POS NEG | 0
21 21.10.09 55966-B 205009 M Nelore 5 Marilia/SP NEG POS NEG Streptococcus spp. (Beta
55966-T 2050/09 M Nelore 5 Marilia/SP NEG NEG NEG hemolitico)
55966-L 2050/09 M Nelore 5 Marilia/SP NEG NEG NEG
55966-LT 2050/09 M Nelore 5 Marilia/SP NEG POS NEG
22 06.11.09 216909-B 103509 NI NI NI Rio Verde-GO NEG NEG NEG | e
216909-T 103509 NI NI NI Rio Verde-GO NEG NEG NEG |
216909-L 103509 NI NI NI Rio Verde-GO NEG NEG NEG |
216909-LT 103509 NI NI NI Rio Verde-GO NEG NEG NEG |
23 07.01.10 56074-B 01210 F Girolando NT Nova Granada-SP NEG NEG NEG |
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56074-T 01210 F Girolando NT Nova Granada-SP NEG NEG NEG | e
56074-L 01210 F Girolando NT Nova Granada-SP NEG NEG NEG | e
56074-LT 01210 F Girolando NT Nova Granada-SP NEG NEG NEG | e
24 07.01.10 56079-B 02510 F NI 6 Belo Horizonte-MG NEG NEG NEG NEG
56079-T 02510 F NI 6 Belo Horizonte-MG NEG NEG NEG NEG
56079-L 02510 F NI 6 Belo Horizonte-MG NEG NEG NEG NEG
56079-LT 02510 F NI 6 Belo Horizonte-MG NEG NEG NEG NEG
25 13.01.10 56089-B 005310 F HPB 8 Jatai-GO NEG NEG | -
56089-T 005310 F HPB 8 Jatai-GO NEG POS | - Arcanobacterium pyogenes
56089-L 005310 F HPB 8 Jatai-GO NEG POS | -
56089-LT 005310 F HPB 8 Jatai-GO NEG NEG | -
26 29.01.10 56102-B2 131/10 F Girolando 3 Prata-MG NEG NEG | - | -
56102-T 131/10 F Girolando 3 Prata-MG NEG NEG | - |
56102-L 131/10 F Girolando 3 Prata-MG NEG NEG | - |
56102-LT 131/10 F Girolando 3 Prata-MG NEG NEG | - |
27 29.01.10 56103-B 131/10 M Girolando 5 Prata-MG NEG NEG | - | -
56103-T 131/101 M Girolando 5 Prata-MG NEG NEG | - | -
56103-L 131/10 M Girolando 5 Prata-MG NEG NEG | - | -
56103-LT 131/10 M Girolando 5 Prata-MG NEG NEG |  -——- | e
28 27.01.10 56105-B 133/10 M Holandes 1 dia Avai-SP NEG NEG |  -—— | -
56105-T 133/10 M Holandes 1 dia Avai-SP NEG NEG |  -——- | e
56105-L 133/10 M Holandes 1 dia Avai-SP NEG NEG |  -——- | e
56105-LT 133/10 M Holandes 1 dia Avai-SP NEG NEG |  -—— | e
29 01.02.10 56109-B 173/10 M Holandes 7 Jesuania-MG NEG NEG NEG | -
56109-T 173/10 M Holandes 7 Jesuania-MG NEG NEG NEG | -
56109-L 173/10 M Holandes 7 Jesuania-MG NEG NEG NEG | -
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56109-LT 173/10 M Holandes 7 Jesuania-MG NEG NEG NEG NEG
30 01.02.10 56110-B 173/10 M Holandes 7 Jesuania-MG NEG NEG NEG NEG
56110-T 173/10 M Holandes 8 Jesuania-MG NEG NEG NEG NEG
56110-L 173/10 M Holandes 8 Jesuania-MG NEG NEG NEG NEG
56110-LT 173/10 M Holandes 8 Jesuania-MG NEG NEG NEG NEG
31 23.02.10 56134-B 031510 M HPB NI Cajobi-SP NEG NEG POSITIVO | -ee-
56134-T 031510 HPB NI Cajobi-SP NEG NEG Neospora | -
56134-L 031510 M HPB NI Cajobi-SP NEG NEG caninum |
56134-LT 031510 M HPB NI Cajobi-SP NEG NEG cerebro [
32 18.03.10 56160-B 500/10 F HPB 3 Itacaré/SP NEG NEG NEG NEG
56160-T 500/10 F HPB 3 Itacaré/SP NEG POS NEG NEG
56160-L 500/10 F HPB 3 Itacaré/SP NEG NEG NEG NEG
56160-LT 500/10 F HPB 3 Itacaré/SP NEG NEG NEG NEG
33 27.09.10 56512-B 2001-B NI Jersey 4 Bela vista/GO NEG NEG NEG NEG
56512-T 2001-T NI Jersey 4 Bela vista/GO NEG NEG NEG NEG
56512-L 2001-L NI Jersey 4 Bela vista/GO NEG NEG NEG NEG
56512-LT 2001-LT NI Jersey 4 Bela vista/GO NEG NEG NEG NEG
34 23.09.10 56501-B 191810 M NI 5 Santa Juliana NEG NEG NEG NEG
56501-T 191810 M NI 5 Santa Juliana NEG NEG NEG NEG
56501-L 191810 M NI 5 Santa Juliana NEG NEG NEG NEG
56501-LT 191810 M NI 5 Santa Juliana NEG NEG NEG NEG
35 30.08.10 56473-B 1786/10 NI NI 5 Porto Rico/PR NEG NEG | - | -
56473-T 1786/10 NI NI 5 Porto Rico/PR NEG NEG | - | -
56473-L 1786/10 NI NI 5 Porto Rico/PR NEG NEG | - | -
56473-LT 1786/10 NI NI 5 Porto Rico/PR NEG NEG | - | -
36 04.08.10 56414-B 157410 NI NI NI Porto Feliz/ SP NEG NEG NEG NEG
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56414-T 157410 NI NI NI Porto Feliz/ SP NEG NEG NEG NEG
56414-LT 1697410 NI NI NI Porto Feliz/ SP NEG NEG NEG NEG
37 19.08.10 56446-B 1697/10 M N&o informado 7 Barra do Garcas/MT NEG NEG |  --—-- NEG
38 28.04.10 56240-B 809/10 NI Holandes NI Braganca Paulista/ SP NEG NEG NEG | -
56240-T 809/10 NI Holandes NI Braganca Paulista/ SP NEG NEG NEG | -
56240-L 809/10 NI Holandes NI Braganca Paulista/ SP NEG NEG NEG | -
56240-LT 809/10 NI Holandes NI Braganca Paulista/ SP NEG NEG NEG | -
39 15.07.10 56321-B 137110 M HPB 6 Carmo do Paranai NEG NEG NEG | -
56321-T 137110 M HPB 6 Carmo do Paranai NEG NEG NEG | -
56321-L 137110 M HPB 6 Carmo do Paranai NEG NEG NEG | -
56321-LT 137110 M HPB 6 Carmo do Paranai NEG NEG NEG | -
40 01.07.10 56319-B 1347/10 F NI 3 Avaré/SP NEG NEG | - | -
56319-T 1347/10 F NI 3 Avaré/SP NEG NEG | - |
56319-L 1347/10 F NI 3 Avaré/SP NEG NEG | - |
56319-LT 1347/10 F NI 3 Avaré/SP NEG NEG | - | -
41 18.03.10 56141-B 35710 NI HPB NI Aracoiaba/SP NEG NEG NEG NEG
56141-T 35710 NI HPB NI Aracoiaba/SP NEG NEG NEG NEG
56141-L 35710 NI HPB NI Aracoiaba/SP NEG NEG NEG NEG
56141-LT 35710 NI HPB NI Aracoiaba/SP NEG NEG NEG NEG
42 16.11.10 56612-B 2423/10 NI NI 4 Loanda/PR NEG NEG POSITIVO NEG
56612-T 2423/10 NI NI 4 Loanda/PR NEG NEG BVD NEG
56612-L 2423/10 NI NI 4 Loanda/PR NEG NEG Cérebro e NEG
56612-P 2423/10 NI NI 4 Loanda/PR NEG NEG pool de NEG
56612-LT | 2423/10 NI NI 4 Loanda/PR NEG NEG orgaos NEG
43 16.11.10 56629-B 249310 NI NI NI Itapetininga/SP NEG NEG NEG NEG
56629-T 249310 F NI NI Itapetininga/SP NEG NEG NEG NEG
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56629-L 249310 NI NI Itapetininga/SP NEG NEG NEG NEG
56629-P 249310 NI NI Itapetininga/SP NEG NEG NEG NEG
56629-LT 249310 NI NI Itapetininga/SP NEG NEG NEG NEG
44 23.11.10 56723-B 002011 NI HPB 3-6 | Pindamonhangaba/SP | NEG NEG POSITIVO NEG
56723-T 002011 NI HPB 3-6 Pindamonhangaba/SP NEG NEG Neospora NEG
56723-P 002011 NI HPB 3-6 | Pindamonhangaba/SP | NEG NEG caninum NEG
56723-LT 002011 NI HPB 3-6 | Pindamonhangaba/SP | NEG NEG cérebro NEG
45 06.01.11 56770-B 15211 NI 4 Castro/PR NEG NEG NEG NEG
56770-T 15211 NI 4 Castro/PR NEG NEG NEG NEG
56770-L 15211 NI 4 Castro/PR NEG NEG NEG NEG
56770-LT 15211 NI 4 Castro/PR NEG NEG NEG NEG
46 27.01.11 56773-T 017711 NI NI NI Avaré/SP NEG NEG NEG NEG
56773-L 017711 NI NI NI Avaré/SP NEG NEG NEG NEG
56773-LT 017711 NI NI NI Avaré/SP NEG NEG NEG NEG
47 28.01.11 56786-B 0248/11 F NI NI Sao Carlos/SP NEG NEG NEG
56786-T 0248/11 F NI NI Sao Carlos/SP NEG NEG NEG e el
56786-L 0248/11 F NI NI Sao Carlos/SP NEG NEG NEG
56786-LT 0248/11 F NI NI Sao Carlos/SP NEG NEG NEG
48 21.02.11 56850-B 064011 F NI 5 Uberlandia/MG NEG NEG NEG NEG
56850-T 064011 F NI 5 Uberlandia/MG NEG NEG NEG NEG
56850-L 064011 F NI 5 Uberlandia/MG NEG NEG NEG NEG
56850-LT 064011 F NI 5 Uberlandia/MG NEG NEG NEG NEG
49 23.03.11 56922-B 097911 M NI 4 Sa&o Paulo/SP NEG NEG POSITIVO NEG
56922-T 097911 M NI 4 Sa&o Paulo/SP NEG NEG BVD NEG
56922-L 097911 M NI 4 Sa&o Paulo/SP NEG NEG pool de NEG
56922-LT 097911 M NI 4 S&o Paulo/SP NEG NEG érgaos NEG
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50 05.05.11 56933-B 102411 F Girolanda 4 Penéapolis/SP NEG NEG NEG NEG
56933-T 1024411 F Girolanda 4 Penapolis/SP NEG POS NEG NEG
56933-LT 102411 F Girolanda 4 Penéapolis/SP NEG NEG NEG NEG

51 05.05.11 56926-B 101511 F Girolando 3 Inhumas/GO NEG NEG NEG

56926-T 101511 F Girolando 3 Inhumas/GO NEG NEG NEG Escherichia coli

56926-P 101511 F Girolando 3 Inhumas/GO NEG NEG NEG
52 12.05.11 56950-B 111611 F Jersolanda 6 Glicerio/SP NEG NEG | - | -
56950-T 111611 F Jersolanda 6 Glicerio/SP NEG NEG | - | e
56950-L 111611 F Jersolanda 6 Glicerio/SP NEG NEG | - | e
56950-LT 111611 F Jersolanda 6 Glicerio/SP NEG NEG | - | e
53 25.05.11 56963-B 115611 F Holandés 8 Nova Odessa/SP NEG NEG NEG NEG
56963-T 115611 F Holandés 8 Nova Odessa/SP NEG POS NEG NEG
56963-L 115611 F Holandés 8 Nova Odessa/SP NEG POS NEG NEG
56963-LA 115611 F Holandés 8 Nova Odessa/SP NEG NEG NEG NEG
56963-LP 115611 F Holandés 8 Nova Odessa/SP NEG NEG NEG NEG
56963-LT 115611 F Holandés 8 Nova Odessa/SP NEG NEG NEG NEG
54 30.05.11 56972-B 118211 F Holandesa 2 Brasilia/DF NEG NEG NEG NEG
56972-T 118211 F Holandesa 2 Brasilia/DF NEG NEG NEG NEG
56972-L 118211 F Holandesa 2 Brasilia/DF NEG NEG NEG NEG
55 01.06.11 57009-B 140111 F NI 4 Barbacena/MG NEG NEG NEG NEG
57009-T 140111 F NI 4 Barbacena/MG NEG NEG NEG NEG
57009-L 140111 F NI 4 Barbacena/MG NEG NEG NEG NEG
56 28.06.11 57003-B 138011 M NI 6 Caete/MG NEG NEG | - NEG
57003-T 138011 M NI 6 Caete/MG NEG NEG | - NEG
57003-L 138011 M NI 6 Caete/MG NEG NEG | - NEG
57003-LA 138011 M NI 6 Caete/MG NEG NEG | - NEG
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57 22.06.11 57020-B 147211 F NI 6 Caete/MG NEG POS NEG NEG
57020-T 147211 F NI 6 Caete/MG NEG POS NEG NEG
57020-L 147241 F NI 6 Caete/MG NEG NEG NEG NEG
57020-LA 147211 F NI 6 Caete/MG NEG NEG NEG NEG
58 06.07.11 57024-B 149211 F Nelore 8 N&o Informado NEG NEG NEG NEG
57024-T 149211 F Nelore 8 N&o Informado NEG NEG NEG NEG
57024-L 149211 F Nelore 8 N&o Informado NEG NEG NEG NEG
57024-LA 149211 F Nelore 8 N&o Informado NEG NEG NEG NEG
59 07.07.11 57039-B 161411 NI NI 6 Mirassol/SP NEG NEG NEG NEG
57039-T 161411 NI NI 6 Mirassol/SP NEG NEG NEG NEG
57039-L 161411 NI NI 6 Mirassol/SP NEG NEG NEG NEG
57039-LA 161411 NI NI 6 Mirassol/SP NEG NEG NEG NEG
60 22.07.11 57056-B 169011 NI Jersolando 5 Jaborandi/BA NEG NEG NEG NEG
57056-T 169011 NI Jersolando 5 Jaborandi/BA NEG NEG NEG NEG
57056-L 169011 NI Jersolando 5 Jaborandi/BA NEG NEG NEG NEG
57056-LA 169011 NI Jersolando 5 Jaborandi/BA NEG NEG NEG NEG
61 02.08.11 57057-T 169011 NI Jersolando 6 Jaborandi/BA NEG NEG | - NEG
57057-L 169011 NI Jersolando 6 Jaborandi/BA NEG NEG | - NEG
62 02.08.11 57094-L 1925/11 F NI 6 Capitdlio/MG NEG NEG NEG NEG
57094-T 1925/11 F NI 6 Capitdlio/MG NEG NEG NEG NEG
57094-B 1925/11 F NI 6 Capitdlio/MG NEG NEG NEG NEG
57094-LT 1925/11 F NI 6 Capitdlio/MG NEG NEG NEG NEG
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63 02.08.11 57095-L 1925/11 F NI NI Capitolio/MG NEG NEG NEG NEG
57095-PL 1925/11 F NI NI Capit6lio/MG NEG POS NEG NEG

64 29/08/11 57097-T 1934/11 F NI NI Sales Oliveira/SP NEG NEG NEG NEG
57097-B 1934/11 F NI NI Sales Oliveira/SP NEG NEG NEG NEG

57097-L.T | 1934/11 F NI NI Sales Oliveira/SP NEG NEG NEG NEG

57097 1934/11 F NI NI Sales Oliveira/SP NEG NEG NEG NEG

65 29/08/11 57113-L 2054/11 M Holandes Inhumas/GO NEG NEG NEG NEG
57113-T 2054/11 M Holandes Inhumas/GO NEG NEG NEG NEG

57113-B 2054/11 M Holandes Inhumas/GO NEG NEG NEG NEG

57113-LT 2054/11 M Holandes Inhumas/GO NEG NEG NEG NEG

66 29/08/11 57140B 2158/11 NI NI NI Santa Teresa/ES NEG NEG NEG NEG
67 21/11/11 57208 LT 2622/11 NI NI NI Votuporanga/SP NEG NEG NEG | -
57208 LC 2622/11 NI NI NI Votuporanga/SP NEG NEG NEG | e

57208 T 2622/11 NI NI NI Votuporanga/SP NEG NEG NEG | e

68 13/01/12 57328-B 84/12 M HPB Miranddpolis/SP NEG NEG NEG NEG
57328-T 84/12 M HPB 1 Miranddpolis/SP NEG NEG NEG NEG

57328-L 84/12 M HPB 1 Miranddpolis/SP NEG NEG NEG NEG

69 28/02/12 57401-LE 400/12 M NI NI Patrocinio/MG NEG NEG NEG NEG
57401-B 400/12 M NI NI Patrocinio/MG NEG NEG NEG NEG

57401-LT 400/12 M NI NI Patrocinio/MG NEG NEG NEG NEG

57401T 400/12 M NI NI Patrocinio/MG NEG NEG NEG NEG

70 05/03/12 57474- B 728/12 M Zebu 4 Uberaba/MG NEG POS NEG NEG
57474-LA 728/12 M Zebu 4 Uberaba/MG NEG NEG NEG NEG

57474-T 728/12 M Zebu 4 Uberaba/MG NEG NEG NEG NEG

57474-L 728/12 M Zebu 4 Uberaba/MG NEG NEG NEG NEG
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71 10/04/12 57481-B | 763/12 M Gir 6 Silvian6polis/MG NEG NEG NEG Staphylococcus aureus
57481-T 763/12 M Gir 6 Silviandpolis/MG NEG NEG NEG
57481-LT 763/12 M Gir 6 Silviandpolis/MG NEG NEG NEG
57481-L 763/12 M Gir 6 Silviandpolis/MG NEG NEG NEG

72 57568-T 1211/12 M HPB 5 Avaré/SP NEG NEG NEG |
57568-B 1211/12 M HPB 5 Avaré/SP NEG NEG NEG
57568-LT 1211/12 M HPB 5 Avaré/SP NEG NEG NEG
57568-L 1211/12 M HPB 5 Avaré/SP NEG NEG NEG

73 13/06/12 57590-L 1309/12 F Bos taurus NI NI NEG NEG NEG | -
57590-B 1309/12 F Bos taurus NI NI NEG NEG NEG
57590-T 1309/12 F Bos taurus NI NI NEG NEG NEG
57590-LT 1309/12 F Bos taurus NI NI NEG NEG NEG

74 27/06/12 57619-L 1453/12 NI Bos taurus 2 Araxad/MG NEG NEG NEG NEG
57619-LT 1453/12 NI Bos taurus 2 Araxa/MG NEG NEG NEG
57619-B 1453/12 NI Bos taurus 2 Araxa/MG NEG NEG NEG
57619-T 1453/12 NI Bos taurus 2 Araxa/MG NEG NEG NEG

75 18/07/12 57641-L 1593/12 F HPB 4 S&o José do Barreiro/SP NEG NEG pPosIiTvO | -
57641-T | 1593/12 F HPB 4 S&o José do Barreiro/SP | NEG NEG Meeggeie
57641-B 1593/12 F HPB 4 S&o José do Barreiro/SP NEG NEG Caé]::gm
57641-LT 1593/12 F HPB 4 S&o José do Barreiro/SP NEG NEG

76 10/08/12 57673-L | 1860/12 F NI 5 Olimpia/sP NEG NEG | POSITIVO NEG
57673-LT | 1860/12 F NI 5 OlimpialSP NEG NEG | Neospora
57673-B | 1860/12 F NI 5 Olimpia/sP NEG NEG Casn,'\r;ém
57673-T | 1860/12 F NI 5 Olimpia/sP NEG NEG

77 15/08/12 57676-L 1869/12 NI NI 4 Pouso Alegre/MG NEG NEG NEG | e
57676-T 1869/12 NI NI 4 Pouso Alegre/MG NEG NEG NEG | -
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57676-B 1869/12 NI NI 4 Pouso Alegre/MG NEG NEG NEG | -
57676-LT 1869/12 NI NI 4 Pouso Alegre/MG NEG NEG NEG | -
78 15/08/12 57684-B 1882/12 NI HPB 6 Carmo do Rio Claro/MG NEG NEG NEG
57684-T | 1882/12 NI HPB 6 Carmo do Rio Claro/MG | NEG NEG [ OSIIVO NEG
57684-L 1882/12 NI HPB 6 Carmo do Rio Claro/MG NEG NEG pc?c:??:ie NEG
57684-LT 1882/12 NI HPB 6 Carmo do Rio Claro/MG NEG NEG orgaos NEG
79 16/08/12 57685-L 1901/12 F HPB 5 Avaré/SP NEG NEG NEG NEG
57685-LT 1901/12 F HPB 5 Avaré/SP NEG NEG NEG NEG
57685-B 1901/12 F HPB 5 Avaré/SP NEG NEG NEG NEG
57685-T 1901/12 F HPB 5 Avaré/SP NEG NEG NEG NEG
80 10/10/12 57761-T 2358/12 F Nelore 6 Uberlandia/MG NEG NEG NEG NEG
57761-B 2358/12 F Nelore 6 Uberlandia/MG NEG NEG NEG NEG
57761-LT | 2358/12 F Nelore 6 Uberlandia/MG NEG NEG NEG NEG
57761-L 2358/12 F Nelore 6 Uberlandia/MG NEG NEG NEG NEG




