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RESUMO.- Objetivou-se com este estudo avaliar a inter-
corrência entre leucose enzoótica e brucelose em búfalos 
(Bubalus bubalis) em sistema de produção extensivo, pelo 
estabelecimento da prevalência de bubalinos reagentes 
às provas diagnósticas específicas. Foram analisados so-
rologicamente 232 animais, pela técnica de imunodifusão 
dupla em gel de agarose para diagnóstico de leucose enzo-
ótica e o teste do antígeno acidificado tamponado, seguida 
pelos testes confirmatórios 2-mercaptoetanol e soroaglu-
tinação lenta em tubos para diagnóstico de brucelose. As 
prevalências de búfalos que apresentaram positividade 
para leucose e brucelose foram 4,21% (10/232) e 5,18% 
(12/232), respectivamente. Os resultados obtidos nesta 
pesquisa permitiram concluir que as infecções estudadas 
encontram-se presentes na população avaliada, entretan-
to, com baixa prevalência e sem dependência de ocorrên-
cia entre ambas.
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INTRODUÇÃO
A leucose enzoótica e a brucelose são doenças infecto-
-contagiosas cosmopolitas, caracterizadas pela evolução 
crônica e por grandes prejuízos que determinam à pecu-
ária bovina nacional ao comprometerem a performance 
produtiva dos rebanhos, reduzindo a produção, estabele-
cendo sucessivas condenações de carcaças em matadouros 
e restringindo o comércio de animais, além do aumento dos 
custos com serviços veterinários (Paulin & Neto 2003, Silva 
et al. 2008, Barros Filho et al. 2010). 

A hipótese da intercorrência da leucose com doenças 
bacterianas vem sendo postulada (Melo et al. 2000, Men-
des et al. 2011) sob a fundamentação de dois fatores que 
podem interferir de forma interdependente e associada na 
etiopatogenia das doenças envolvidas, como: manejo sa-
nitário a que são submetidos os rebanhos e as caracterís-
ticas imunológicas do Vírus da Leucose Enzoótica Bovina 
(VLEB) (Mendes et al. 2011).

O papel do VLEB no desencadeamento de bacterioses 
oportunistas de importância clínico-epidemiológica e em 
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saúde pública, como a brucelose, é desconhecido. Admite-
-se, entretanto, que o comprometimento da integridade do 
sistema imunológico pela ação imunodepressora do VLEB, 
que penetra e incorpora-se no genoma linfócitário por tem-
po indeterminado (Castro et al. 1988), associado a evidên-
cias imunocitológicas de que infecta monócitos circulantes 
(Heeney et al. 1992) aumenta a susceptibilidade do hospe-
deiro a outras  infecções (Burny & Mammerickx 1987). 

Adicionalmente, estresse do hospedeiro advindo da 
vida produtiva (lactação e maximização de ganho de peso) 
e, principalmente, de doenças intercorrentes, desempenha, 
provavelmente, importante papel no desencadeamento da 
replicação dos retrovírus no organismo infectado, condição 
clínico-imunitária que inclui o VLEB e sua ampla dissemi-
nação nos rebanhos bovinos (Wyers 1975, Mendes et al. 
2011).

Nesse contexto potencialmente crítico, em que infecção 
e doença representam praticamente o mesmo risco na ca-
deia epidemiológica, uma realidade cada vez mais presente 
nos rebanhos é o alastramento do vírus e a iminência da 
instalação de um estado de enzootia da brucelose. É preci-
so, pois, a implementação sistemática de medidas sanitá-
rias que visem o diagnóstico e o controle dessas enfermi-
dades (Mendes et al. 2011).

Diante do exposto, enfatizando a importância do conhe-
cimento dessas enfermidades, realizou-se este estudo com 
o objetivo de avaliar a intercorrência entre leucose enzoó-
tica e brucelose em rebanhos bubalinos da Baixada Mara-
nhense. 

MATERIAL E MÉTODOS
Área de estudo 

O estudo foi realizado em rebanhos bubalinos criados na Bai-
xada Maranhense. Esta região está localizada na porção noroeste 
do Estado do Maranhão (1°00’- 4°00’S e 44°21’ - 45°21’W), abran-
ge extensas áreas sujeitas a inundações e, apresenta tensão ecoló-
gica entre as formações de cocais ao Sul; cerrados a Leste; floresta 
Amazônia a Oeste e sistemas marinhos a Norte (Santos 2004). 

A economia da baixada Maranhense é baseada em atividades 
agropecuárias, onde predomina a tradicional pecuária extensiva 
de gado de corte, concentrada em médios e grandes produtores, e 
a dinâmica e expansiva pecuária leiteira, concentrada em peque-
nos e médios produtores. Esta região detém o maior rebanho bu-
balino do estado do Maranhão com um efetivo de 48.305 animais 
e confere ao estado do Maranhão o segundo lugar no cenário na-
cional na produção desta espécie animal (Maranhão 2010).

Animais 
A população estudada foi constituída por fêmeas bubalinas 

com aptidão para corte, mestiças da raça Murrah, não imunizadas 
contra brucelose, com idade superior a 24 meses (Brasil 2001, 
2004, 2006). 

Delineamento amostral 
O tamanho da amostra foi estabelecido em função de alguns 

critérios epidemiológicos como, tipo de exploração, categoria 
animal e a área geográfica, utilizando-se a técnica de amostragem 
preconizada pelo Centro Panamericano de Zoonoses (1988) e 
pelo Centro Panamericano de Febre Aftosa (Astudillo 1979), re-
lacionados ao estudo de prevalência das enfermidades crônicas 
infecciosas.

As propriedades de exploração pecuária envolvidas neste 
estudo encontravam-se submetidas a práticas de manejos seme-
lhantes, onde os rebanhos eram criados de forma extensiva. As 
propriedades apresentavam limitados recursos técnicos e baixa 
rotatividade de animais.

Para a determinação do número de amostras bubalinas a ser 
examinada foi estabelecido 16,0% como a prevalência mínima 
estimada da infecção por vírus da leucose enzoótica bovina (Te-
nório 2003), admitindo-se uma margem de erro de 20%, depo-
sitando-se nesse resultado um grau de confiança de 95%, desta 
forma, obteve-se 232 como número mínimo de amostras a serem 
testadas.

Colheita das amostras de sangue
As amostras foram colhidas no período de julho a dezembro 

de 2010, por meio de venopunção da jugular, após antisepsia e 
com auxílio de agulha descartável 40 x 12 mm, sendo acondicio-
nadas em tubos de ensaio estéreis que permaneceram inclinados 
e em repouso para facilitar a retração do coágulo até o processa-
mento laboratorial. Foram centrifugadas durante 15 minutos com 
força real de centrifugação igual a 2000G e o soro obtido foi trans-
ferido para tubos plásticos e armazenado à -20º C.

Durante a coleta das amostras foi aplicado questionário epi-
demiológico para obtenção de informações referentes às proprie-
dades, aos animais estudados e ao manejo sanitário. 

Testes diagnósticos
As análises sorológicas foram realizadas no Laboratório de 

Diagnóstico de Doenças Infecciosas do Curso de Medicina Veteri-
nária da Universidade Estadual do Maranhão (UEMA).

Leucose enzoótica bovina (LEB). As amostras séricas foram 
examinadas pela Imunodifusão Radial Dupla de Ouchterlony-ID-
GA-LEB (Birgel 1982), reconhecida mundialmente para detecção 
de anticorpos séricos específicos anti-VLEB, por meio de um subs-
trato de difusão gelatinoso utilizando-se antígeno glicoproteico 
(gp 51), extraído do envelope do vírus da leucose enzoótica bovi-
na e produzido pelo Instituto de Tecnologia do Paraná - TECPAR . 
A leitura foi realizada 72 horas após a montagem do sistema.

Brucelose. O Antígeno Acidificado Tamponado (AAT) foi re-
alizado como teste de triagem para detecção de anticorpos anti-
-Brucella utilizando antígeno produzido pelo TECPAR.

As amostras reagentes no AAT foram submetidas simulta-
neamente ao 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Soroaglutinação Lenta 
em Tubos (SAL) utilizando antígeno produzido pelo TECPAR. A 
interpretação dos resultados foi realizada mediante a legislação 
em vigor (Brasil 2004). 

Análise de dados. 
Os resultados obtidos foram analisados através do programa 

Instat 2.0 versão 2003, considerando um nível de significância de 
5% (P ≤ 0,05). Inicialmente foi procedida a análise de contigência 
usando-se o teste de Fischer para verificar a existência de depen-
dência entre as variáveis Leucose Enzoótica e Brucelose. Neste 
caso, quando o valor de P fosse inferior a 5% rejeitar-se-ia a hipó-
tese de independência, indicando existência de relação (associa-
ção) entre essas duas variáveis.

RESULTADOS 
Das 232 amostras de búfalos (Bubalus bubalis) avaliadas 
no estudo para diagnóstico de leucose enzoótica 4,31% 
(10/232) foram positivas. 

Em relação à brucelose, a prevalência de búfalos rea-
gentes ao teste do Antígeno Acidificado Tamponado foi de 
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5,18% (12/232). As amostras positivas neste teste foram 
submetidas aos testes confirmatórios (2-mercaptoetanol e 
soroaglutinação lenta em tubos) e, todas reagiram positiva-
mente, com títulos de anticorpos que variaram de 1:100 a 
1:200, confirmando a infecção nestes animais.

Na população estudada, a prevalência de búfalos rea-
gentes simultaneamente aos testes IDGA e sorológico para 
brucelose foi 0,87% (2/232). A análise de contigência por 
meio do teste exato de Fischer demonstrou independência 
na ocorrência entre as duas enfermidades (P>0.05).

DISCUSSÃO 
Este é o primeiro relato de anticorpos anti-VLEB em búfa-
los (Bubalus bubalis) no Estado do Maranhão. 

Os critérios preconizados por Shettigara (1986) permiti-
ram avaliar que a população avaliada apresentou prevalên-
cia classificada como de baixa intensidade e, que a leucose 
enzoótica mantém-se em índices baixos em bubalinos da 
Baixada Maranhense, entretanto, estes resultados eviden-
ciam que o VLEB está circulando na população estudada.

A baixa frequência observada nesta pesquisa pode estar 
associada, possivelmente, aos fatores clássicos de influên-
cia relacionados ao manejo, a gênese da doença e a sua di-
nâmica clínico-epidemiológica (DiGiacomo 1992, Mendes 
et al. 2011). De um modo geral, a baixa prevalência pode ter 
ocorrido também em função do refinamento racial ou do 
grau de mestiçagem dos rebanhos, uma vez que os animais 
avaliados eram na totalidade mestiços da raça Murrah.

A raça é um atributo que interage em condições na-
turais, de forma indissociável, com as normas de criação. 
Classicamente, têm-se estabelecido que a doença ocorra 
com mais frequência no rebanho leiteiro refinado (raças 
leiteiras) por ser manejado de forma mais intensiva quan-
do comparado aos rebanhos criados de forma extensiva. O 
sistema de criação intensivo origina lotação exagerada das 
criações, além de ser submetido a manipulações tecnológi-
cas, que mal aplicadas facilitam a transmissão horizontal 
(principalmente as formas iatrogênicas) ou vertical (trans-
placentária) do VLEB (Mendes et al. 2011).

Neste estudo, os resultados obtidos, demonstraram 
que a baixa disseminação do vírus nos animais estudados, 
considerando a semelhança do manejo implementado, 
ocorreu, provavelmente, pelo baixo fluxo de animais nas 
propriedades, bem como pela baixa introdução de animais 
importados de outros estados e países. Moraes et al. (1996) 
sugerem que a introdução da infecção  pelo VLB no reba-
nho brasileiro está associada à importação de  animais po-
sitivos  de  outros países. 

Foi observado desconhecimento dos produtores sobre 
leucose, assistência médico-veterinária deficiente, além da 
ausência de um programa de sanidade animal que contem-
ple a erradicação desta enfermidade que interfere de forma 
negativa na produtividade dos rebanhos.

Os resultados demonstram que a brucelose encontra-se 
em baixos índices nos rebanhos bubalinos avaliados. Esse 
valor foi equivalente aos dados oficiais que indicam a pre-
valência de animais soropositivos para brucelose entre 4 
e 5% (Brasil 2006), bem como levantamentos anteriores 
realizados no Maranhão para bovinos (Santos et al. 2007). 

A baixa frequência para anticorpos anti-Brucella abor-
tus identificada no estudo deve-se aos efeitos de um con-
junto de ações sanitárias oficiais conduzidas ao longo das 
últimas décadas em praticamente todas as regiões do país.

Positividade simultânea aos testes IDGA e sorológico 
para brucelose indica presença de bubalinos potencial-
mente infectados e fontes naturais do VLB e/ou de Brucella 
abortus nos rebanhos, entretanto, não foi verificada asso-
ciação entre essas duas variáveis (P>0,05), o que reforça a 
hipótese de independência destas enfermidades no reba-
nho estudado.

Infecção e doença representam mesmo risco na cadeia 
epidemiológica da LEB e brucelose, logo, os bubalinos, por-
tadores inaparentes de infecção, são elementos precurso-
res da gênese das duas doenças na população examinada, 
sendo seu reconhecimento indispensável para projeção do 
problema, possibilitando o mapeamento de focos e a ante-
cipação de medidas mais efetivas de combate por meio de 
programas sanitários oficiais (Mendes et al. 2011). 

Os animais infectados podem apresentar diminuição da 
produtividade, representar condenações de carcaças em 
matadouros, restrições comerciais e aumento dos custos 
com serviços veterinários. Além disso, considerando o ca-
ráter irreversível da infecção pelo VLEB e Brucella abortus 
associado ao caráter zoonótico da brucelose, para o sanea-
mento de rebanhos, os bubalinos reagentes devem ser sa-
crificados, o que implica em prejuízos para os produtores.

A presença de anticorpos anti-VLEB e anti-Brucella 
abortus representa deterioração das condições de saúde 
dos animais examinados, pertencentes basicamente a pe-
quenos produtores, os quais, ao recorrerem a mecanismos 
alternativos de atenção Médico Veterinária ou tentarem 
obter ganhos comerciais, promovem o trânsito e tráfico de 
bovinos infectados entre suas criações, podem disseminar 
estes agentes no Estado do Maranhão. 

CONCLUSÕES
Os resultados obtidos nesta pesquisa, considerando a 

análise e interpretação dos aspectos sanitários da leucose 
e da brucelose nos rebanhos bubalinos examinados, permi-
tiram concluir que a prevalência encontrada para ambas as 
enfermidades foi baixa. 

Entretanto, a presença de anticorpos anti-VLEB e anti-
-Brucella abortus indica que os agentes etiológicos estão 
circulando na população bubalina da Baixada Maranhense 
e representam alerta aos serviços de vigilância veterinária 
pelo risco iminente de comprometimento da saúde dos re-
banhos bubalinos e, pelo caráter zoonótico da brucelose. 

A infecção simultânea de poucos animais sugere que o 
VLB desempenha pouca influência no desencadeamento da 
brucelose bubalina.
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