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Relacao entre leptospirose e o virus da leucose
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RESUMO

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) e a Leptospirose bovina sao doencas de
grande impacto econémico na pecudria brasileira. O diagnéstico pode ser
realizado por meio da deteccdo de anticorpos séricos especificos. Nao ha
estudos que demonstrem uma correlagdo entre a sorologia de Leucose e
Leptospirose em bovinos. O objetivo desta pesquisa foi investigar a
associacdo entre os resultados sorolégicos positivos dessas duas doencas
infecciosas. Foram utilizadas 200 amostras de soro sanguineo de fémeas
bovinas de aptidéo leiteira com idade igual ou superior a 24 meses, sendo
100 soros positivos e 100 soros negativos para anticorpos anti-Leptospira
spp., testados por meio de soroaglutinacio microscopica (SAM). Os 200
soros foram submetidos a prova de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA)
para diagnéstico de anticorpos especificos anti-LEB. Anticorpos anti-LEB
foram detectados em 30% (60/200; ICos%: 24,8%-35,2%) dos soros estudados
(n=200). Foi1 verificada uma diferenca estatistica (P<0,05) entre o
diagnodstico de anticorpos anti-LEB entre as fémeas soropositivas para
leptospirose (37%; I1Co5%:27,5%-46,5%) e as soronegativas (23%;
1Co5%:14,8%-31,3%). As fémeas expostas ao contato com leptospiras
tiveram 1,97 mais risco de serem soropositivas para LEB. Os resultados
obtidos sugerem a existéncia de uma associacdo entre a soropositividade
para LEB e a leptospirose bovina.
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Introducao

No Brasil, a bovinocultura é de grande importancia para o
agronegocio. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2016), essa atividade foi responsavel, em 2016, por um lucro

significativo na agropecuaria brasileira. Ela foi determinante para uma
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movimentacdo aproximada de 180 bilhGes de reais. Nesse contexto, é
necessaria a vigilancia sobre as doencas que podem infectar os bovinos e
prejudicar sua produciao (PEREIRA et al., 2013).

A Leucose Enzooética Bovina (LEB) é causada por um virus da familia
Retroviridae. Apresenta distribuicdo mundial e a mailoria dos animais
infectados é assintomatico. Acomete animais acima de dois anos de idade,
sendo mais frequente em fémeas leiteiras. E transmitida principalmente
pela via horizontal, por exemplo, por meio de fomites, vacinacio e palpacio
retal (RAJAO et al., 2014; SPADETTO; DIAS, 2013; YAMADA et al., 2013).
A leucocitose, caracterizada por uma linfocitose persistente, pode ser
diagnosticada em 30% dos bovinos infectados (JULIANO et al., 2014;
KANNO et al., 2014). Os animais com infec¢ao cronica podem desenvolver
1Imunossupressao e neoplasias em 6rgaos linféides secundarios, por exemplo,
os linfonodos (RAMOS et al., 2016; TROIANO et al., 2013). O diagndéstico de
contato com o virus da LEB (VLEB) pode ser realizado por meio do método
sorolégico de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA), o qual é especifico, de
facil execucdo, de baixo custo e utilizado como base em esquemas de
erradicacdo mesmo sendo ndo muito sensivel (OIE, 2011). Nessa técnica sao
pesquisados anticorpos séricos especificos dirigidos contra alvos antigénicos
conservados do VLEB. O teste de IDGA nio diferencia entre anticorpos de
infeccdo natural e de imunizacdo materna. Os anticorpos anti-VLEB podem
ser detectados apds 3 a 16 semanas pods-infeccdo e os maternos podem ser
detectados por até sete meses apds a ingestdo do colostro. Em fémeas no
periparto (2 a 6 semanas pré- e 1 a 2 semanas pos-parto) os anticorpos anti-
VLEB podem ser indetectaveis, devido a transferéncia para o colostro (OIE,
2011).

A leptospirose bovina é uma zoonose que provoca perdas reprodutivas
em bovinos e é causada por bactérias do género Leptospira (LILENBAUN;
SOUZA, 2003; DOS SANTOS et al., 2012). Esse microrganismo pode

penetrar barreiras fisicas integras ou com abrasées. A leptospirose
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apresenta uma fase de leptospiremia e outra de leptospirdria com
portadores renais. A eliminacao de leptospira na urina é intermitente e o
isolamento bacteriano é dificil. A aglomeracdo de bovinos e a presenca de
roedores, os quais sao reservatorios e disseminadores desta bactéria por
meio de sua urina, aumenta o risco de infeccdo (FIGUEIREDO et al., 2009;
SALABERRY et al., 2011). Além disso, a transmissao da bactéria também
ocorre por meio da urina de bovinos no estagio de portador renal. O
diagnoéstico de exposicdo pode ser feito por meio de deteccao de anticorpos
séricos aglutinantes, utilizando a técnica de soroaglutinacao microscopica
(SAM) (CHIARELI et al., 2012; SOUZA et al., 2012; MINEIRO et al., 2014;
SALGADO et al., 2014; McCONNEL et al., 2015; PEITER et al., 2015).

Foi demonstrado que bovinos infectados com o virus da LEB, no
momento da realizacdo da vacinacio contra febre aftosa, desenvolvem uma
menor resposta humoral pés-vacinal (PUENTES et al., 2016). A LEB reduz
a expressao de citocinas envolvidas na resposta adaptativa humoral, tais
como o Interferon gama (IFN-y), a interleucina-2 (IL-2) e IL-4 (AMILLS et
al., 2002). Nesse contexto, Devlin et al (2017) demonstraram que a infec¢ao
por leptospiras patogénicas pode induzir a producgdo de IL-10 levando
também a diminuicdo da producdo de IFN-y e, assim, contribuindo para a
persisténcia do estado de portador renal do hospedeiro infectado. O IFN-y
produzido apdés a vacinacdo de bovinos com a lipoproteina LipL32 de
leptospiras resultou em uma resposta imunoldgica protetora (DEVESON
LUCAS et al., 2014). Considerando que o IFN-y caracteriza a resposta
protetora contra a leptospirose, a infec¢do pelo virus da LEB apresenta
potencial para prejudicar a resposta vacinal em bovinos.

O objetivo desta pesquisa fol investigar a existéncia de uma
associacdo entre os resultados positivos de sorologia para LEB e

Leptospirose em bovinos leiteiros adultos.
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Material e métodos

O estudo foi realizado no laboratério de Medicina Preventiva do
Hospital Veterinario de Uberaba (HVU), Minas Gerais. Foram utilizadas
amostras de soro de 200 fémeas bovinas leiteiras com idade superior a 24
meses, do ano de 2013, escolhidas randomicamente e cedidas pela soroteca do
mesmo laboratério. As amostras foram submetidas ao diagnoéstico de
leptospirose por meio do teste SAM (PEITER et al.,, 2015; PINHO et al.,
2014). Soros com 50% de aglutinacdo ou superior, na diluicdo 1:100, foram
considerados positivos. De acordo com o resultado da SAM, os soros foram
distribuidos em dois grupos: (i) soropositivos (n=100) e (i1) soronegativos
(n=100). Foram detectados anticorpos aglutinantes anti-Leptospira contra

oito sorovares de um painel de quinze sorovares testados (Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia de diagnéstico de anticorpos especificos contra sorovares de
Leptopsiraspp. por meio de soroaglutina¢do microscopica em 100 amostras de soro bovino
obtidas no Hospital Veterinario de Uberaba, MG, no ano de 2013.

Sorovares* Frequéncia
%(n)

Grippotyphosa 51 (51/100)

Hardjo 65 (65/100)

Hebdomadis 41 (41/100)

Icterohaemorrhagiae 10 (10/100)
Pomona 3 (3/100)
Pyrogenes 3 (3/100)
Tarassovi 3 (3/100)

Wolffi 60 (60/100)

* Os 15 sorovares testados foram: Australis, Autumnlalis, Batavial, Bratislava, Canicola,
Copenhageni, Djaseman, Grippotyphosa, Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomona,
Pyrogenes, Tarassovi e Wolffi.

Para o diagnédstico sorolégico da infeccdo pelo VLEB, os dois grupos,
Leptospira positivo (n=100) e Leptospira negativo (n=100), foram
submetidos ao teste IDGA. Utilizou-se o kit produzido pelo Instituto

Tecnolégico do Parana (TECPAR), seguindo as recomendacoes do fabricante.
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A analise de significancia estatistica foi realizada por meio de comparacio
entre duas proporcoes utilizando o Teste Exato de Fischer e o software
GraphPadPrism 5.0. Foi considerada diferenca estatistica significativa
quanto P<0,05. A razao de ODDs (THRUSFIELD, 2004) foi calculada
utilizando o software GraphPadPrism 5.0, admitindo-se o intervalo de

confianca de 95%.

Resultados e discussao

A presenca de anticorpos anti-Leptospiras, em bovinos, é associada a
circulagdo de roedores (SALABERRY et al., 2011), a presenca de outras
espécies de animais domésticos (LILENBAUN; SOUZA, 2003; DOS SANTOS
et al., 2012), a existéncia de areas alagadas e a monta natural (FIGUEIREDO
et al.,, 2009). Adicionalmente, a vacinacao contra leptospiras aumenta a
deteccao de anticorpos especificos séricos em bovinos, por outro lado reduz a
mortalidade dos animais (SALGADO et al., 2014; McCONNEL et al., 2015).

A infecc¢do pelo virus da LEB causa perdas economicas significativas
em rebanhos bovinos, por isso é importante desenvolver programas que visem
a reducdo da propagacido da doenca (GUTIERREZ et al., 2014). O IDGA ¢
utilizado para o diagnédstico da infeccao pelo virus da LEB (VLEB) (RAMOS
et al., 2016). Neste estudo, a frequéncia de diagnéstico de anticorpos anti-
VLEB foi de 30% (60/200) [ICos%: 24,8%-35,2%]. A frequéncia de animais
soropositivos para VLEB apresenta ampla faixa de variacdo, 27,9% no
Espirito Santo (STARLING et al., 2013); 56,45% no Parana (FILHO et al.,
2010); 53,8% no Maranhao (SANTOS et al., 2011) e 80,89% no sul de Minas
Gerais (AMBROSIO, 2015). MACEDO et al. (2013) observaram 25,0 % de
bovinos soropositivos nos rebanhos leiteiros no municipio de Uberaba
(Triangulo Mineiro, MG), o que foi semelhante ao encontrado neste estudo. A
deteccao de anticorpos especificos VLEB demonstra a ocorréncia de exposi¢ao

ao virus e nao determina a existéncia de sinais clinicos (TRONO et al., 2001),
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assim como, os resultados soronegativos nao excluem a infeccdo (SUH et al.,
2005). Nesse contexto, no presente estudo, os resultados positivos anticorpos
anti-VLEB podem estar subestimados.

Verificou-se uma diferenca estatistica significativa (P<0,05) na
detec¢do de anticorpos para VLEB entre as fémeas bovinas soropositivas
(37%; 37/100; 1Co5%:27,5%-46,5%) e soronegativas (23%; 23/100; ICos%:14,8%-
31,3%) para Leptospira (Figura 1). O calculo da razao de ODDs revelou valor
igual a 1,97 [ICos%: 1,060-6,648]. A infeccdo por LEB causa a supressio da
resposta imunolégica do hospedeiro tornando-o susceptivel a outros
patégenos e prejudicando o resultado de vacinagcdo (AMILLS, 2002;
McCONNEL et al., 2015; PUENTES et al., 2016). Bovinos infectados com
LEB aumentaram o risco de infeccdo por Neospora caninum, o qual, em
semelhanca a Leptospiras, depende de IFN-y para a sua eliminacao

(VANLEEUWEN et al. 2009; DEVESON LUCAS et al., 2014).
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Figura 1: Frequéncia de detec¢do de anticorpos especificos para o virus da Leucose Enzoética Bovina
por meio de imunodifusdo em gel de dgar em fémeas bovinas soropositivas ou soronegativas para
leptospirose. Observou-se diferenca estatistica significativa (P<0,05) na soropositividade para a
leucose.
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A frequéncia de soronegatividade para o VLEB foi de 63% e 77% nas
fémeas soropositivas e soronegativas para leptospiras, respectivamente. A
transmissdo do VLBE, diferentemente das leptospiras, depende da
transferéncia de células infectadas do sangue, principalmente linfécitos B
infectados (LAIRMORE, 2014). A infeccao pelo VLEB pode resultar em
imunossupressao e menor resposta humoral no animal infectado (ROBERTS
et al., 1989), além disso soronegatividade pode ser observada na vigéncia do
periodo de periparto em decorréncia da transferéncia de anticorpos para o
colostro (OIE, 2011); menor sensibilidade do IDGA para a deteccdo de
anticorpos anti-VLEB e intervalo de janela imunolégica (OIE, 2011).

Os estudos sobre o efeito da infeccdo pelo VLEB sobre a resposta
imunolégica do hospedeiro sugerem a ocorréncia de imunossupressao por
meio de diminuicdo na transcricdo dos genes das imunoglobulinas
(TEUTSCH; LEWIN, 1996); ocorréncia de queda das contagens de linfécitos
T periféricos (TRAININ et al., 1976) e reducido da resposta humoral pds-
vacinal (ERSKINE et al., 2011). Adicionalmente, na fase inicial da infeccao
pelo VLEB ha aumento da expressao de IL-10, uma citocina antagonista do
perfil inflamatério T helper 1 (Thl), e, no progresso da infecgio, ha reducao
na expressao da citocina IL-2 (PYEON et al., 1996).

As citocinas de perfil Th1, Interferon-gama (IFNy) e Fator de Necrose
Tumoral — alfa (TNFa), tem efeito inibidor sobre a propagacdo do virus na
fase da viremia (KABEYA et al., 1999; USUI et al., 2007). Em modelos de
infeccdo experimental, a resposta imunoldégica contra as leptospiras é
caracterizada pelo predominio das citocinas de perfil Thl (T helperl)
Interferon-gama (IFNYy), interleucina-2 (IL-2) e também do fator de necrose
tumoral — alfa (TNFa) (VERNET-PAUILLAC; MERIEN, 2006). A vacinacio
de bovinos com bacterina adicionada do adjuvante hidréxido de aluminio
também induz a producao de IFNy (NAIMAN et al., 2001; BROWN et al.,
2003. A imunossupressao causada pela infeccio do VLEB em bovinos

expostos a Leptospira necessita de mais investigacdo, para compreensao do
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impacto dessa virose sobre a eficiéncia da terapia, recidivas e protecao pos-
vacinal contra leptospiras. Sao necessarios estudos para esclarecer a
biologia da relacdo entre leptospiras e VLEB durante a exposi¢ao

simultanea em hospedeiros bovinos.

*k%

Relation between leptospirosis and enzootic leukosis virus in dairy
cattle from uberaba city, minas gerais

Abstract

The enzootic bovine leucosis (EBL) and bovine leptospirosis are infectious
diseases that have a negative economic impact on the cattle industry.
Diagnosis is carried out by detection the specific antibodies. There are not
studies correlating either serological results for EBL and leptospirosis in
cattle. The objective of this study was to investigate the presence of an
association between the serology results for EBL and Leptospira
antibodies. Were tested 200 serum samples from adult cows aged over 24
months of which were 100 seropositive and 100 seronegative for anti-
Leptospira spp. antibodies by microscopic agglutination test (MAT). Agar
Gel Immunodiffusion Test (AGID) was carried out to detection of anti-EBL
antibodies in all these 200 sera samples. Were detected anti-EBL
antibodies in 30% (60/200; 95% CI: 24.8% - 35.2%) of tested sera samples.
Statistical difference (P <0.05) was observed between EBL seropositivity
among Leptospira seropositive cows (37%; 95% CI: 27.5% -46.5%) and
seronegative cows (23%; 95% CI: 14.8% -31.3%). The cows exposed to
Leptospira infection were 1.97 more likely to be seropositive for EBL. The
results suggest the existence of a positive association between
seropositivity for EBL and bovine leptospirosis.

Keywords: Abortion; Leukemia; lymphoma; serodiagnosis
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