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RESUMO

O bufalo desempenha um papel importante para os paises em desenvolvimento.
Assim como os bovinos, os bubalinos sio susceptiveis & infecgfo pelo virus da Leucose
Enzoética Bovina, uma doenga que leva a um quadro de linfocitose persistente e
linfossarcoma. Foram estudados sete municipios que fazem parte da Baixada
Maranhense, onde em cada municipio foram selecionados 5 propriedades e em cada
propriedade foram coletadas 10 amostras de sangue. Em seguida, foi aplicado um
questionario epidemioldgico. Apés os testes, a frequéncia encontrada foi de 14,28%. Os
municipios de Arari e Pinheiro tiveram os maiores percentuais, com 30% (n=15) e 24%
(n=12). Os animais com idade superior a 24 meses tiveram o maior valor de animais
reagente, com 68% (n=34). Em relago ao sexo, as fémeas obtiveram 86% (n=43). Ao
analisar os fatores de risco, observou-se que houve diferenca significativa quanto ao uso
repetido da luva obstétrica, seguido da estabulag@io. O risco relativo se mostrou elevado
no uso repetido da luva obstétﬁc.a, da auséncia da assisténcia veterinaria e estabulagéo.
Constatou-se que a LEB se faz presente na Baixada Maranhense, com predominancia
em fémeas e animais com idade superior a 24 meses e que o uso repetido da luva

obstétrica, estabulacio e auséncia da assisténcia veterindria contribuem para a

ocorréncia da doenga na regido.

Palavras —chave: Frequéncia, Linfocitos, Manejo, Bufalo, Baixada Maranhense
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ABSTRACT

The buffalo plays an important role for developing countries. As well as the
bovines, the buffaloes are susceptible to infection by the virus of Enzootic Bovine
Leukosis, a condition that leads to the clinical picture of persistent lymphocytosis and
lymphosarcoma. Were studied seven municipalities that forming part of the Baixada
Maranhense, where in each municipalities were selécted five properties and each
property were collected 10 blood samples. Then, an epidemiological questionnaire was
apllied. After testing, 14,28% of the animals react to the Immunodiffusion Agar Gel
Test. The municipalities of Arari and Pinheiro had the highest percentage, with 30%
(n=15) and 24% (n=12), respectively. Animals older than 24 months had the highest
value of reagent animals, with 68% (n = 34) and regarding gender, females had 86% (n
= 43). When analyzing the risk factors, there was a significant difference regarding the
repeated use of obstetric glove, followed by housing. The relative risk was shown high
in repeated use of obstetric glove, the lack of veterinary care and housing. It was found
that the EBL is present in the Baixada Maranhense, predominantly in females and
animals older than 24 months and that the repeated use of obstetric glove, housing and

lack of veterinary care contribute to the occurrence of disease in the region.

Key-words: Frequence, Lymphocytes, Management, Buffalo, Baixada Maranhense

INTRODUCAO

O bufalo é uma espécie ruminante que vem apresentando um amplo crespimento
em todo o mundo, ocupando um relevante papel na produgdo de alimentos nos paises
em desenvolvimento, principalmente nos paises tropicais. Vérios autores relatam que o
bufalo é de triplo propésito: explorag@o de leite, carne e trabalho (Borghese, 2005).

O virus da Leucose Enzoédtica Bovina (LEB), denominado oficialmente Bovine
leukemia virus, pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e género
Deltaretrovirus (International Committee on Taxonomy of Viruses, 2009). No envelope
do VLEB séo encontradas as glicoproteinas gp30 e gp51. A gp51 ¢ responsavel pela
infec¢do do virus, aderindo-se a um receptor celular do hospedeiro, segundo Onuma et

al.(1975); Miller e Van Der Maaten (1976).



O virus da leucose acomete os tecidos linfiticos em bovinos (Kettmann et al.,
1994). E ainda conhecido por causar persisténcia linfocitaria e LEB caracterizada por
linfosarcoma (Kahrs, 2001).

A transmissfo da doenga entre rebanhos se d4 pela exposi¢do com linfécitos
infectados (Kettmann et al., 1994). A transmissfo vertical através do colostro infectado,
embora contenha linfécitos contaminados (Tsutsui et al., 2010), é considerada como
controversa (Nagy et al., 2007). Transmissdo horizontal por vias iatrogénicas, como
agulhas contaminadas com sangue, instrumentos cirtrgicos ou luvas de palpagdo retal
desempenham papel importante na disseminagéo do virus (Kohara et al., 2006).

A LEB foi descrita pela primeira vez na Alemanha em 1871 e apés a segunda
guerra mundial foram realizados numerosos trabalhos em bovinos praticamente em
todos os paises da Europa Oriental (Leﬁzzi Junior et al., 2001). No Brasil a LEB foi
descrita pela primeira vez por Machado e Rangel (1943), seguido por Merkt et al.
(1959) e a veiculagdo da doenca com importagdo foi evidenciada por Modena et al.
(1983), que relataram a ocorréncia de infecg@io pelo VLEB em animais provenientes de
criadores no Canad4 e Estados Unidos.

A Leucose Enzoética Bovina foi erradicada com sucesso em alguns paises da
Europa através de programas de controle nacional da enfermidade nos tdltimos anos
(Acaite et al., 2007).

Em muitas propriedades tem se observado a criagdo de bovinos de leite e corte
consorciados com o buifalo, porém s3o poucos os estudos para avaliar a infec¢do natural
do LEB em bfalos e possivel transmissio e lesdes nesta espécie (Leite e Bastianetto,
2005). |

Assim como os bovinos a espécie bubalina é sensivel ao LEB, isto tem sido
comprovado através do isolamento e cultivo do virus, através de varias técnicas para
detecgdo de anticorpos, como a Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) (Miller e Van
Der Maaten, 1976).

A ampla distribuigdo da doenca no Brasil entre os bovinos tem causado perdas
econdmicas com descarte dos animais afetados clinicamente (linfossarcoma), barreiras
internacionais de comércio de animais vivos, sémen e embrides de animais
soropositivos, queda da producio e do teor de gordura do leite, gastos econdmicos

(Matos e Birgel, 2005, Sponchiado, 2008).
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Deste modo, considerando a importancia da bubalinocultura aliada a auséncia de
dados epidemioldgicos sobre a LEB, este trabalho tem como objetivo de determinar a
frequéncia em rebanhos da Baixada Maranhense do estado do Maranhéo, assim como

entre sexo e faixa etéria e estudar possiveis fatores de risco.

MATERIAL E METODOS

A érea de estudo compreende os municipios que exploram a bubalinocultura no
Estado do Maranh#o. O Estado est4 localizado a 05° 05° 127 latitude sul e 42° 48’ 42” a
Oeste do Meridiano de Greenwich, com uma precipitagdo pluviométrica de 197mm e
temperatura média de 26° C, situado a noroeste da regifio Nordeste. Limita-se ao Norte
pelo Oceano Atléntico, ao Sul e Sudoeste, pelo estado do Tocantins, ao Leste e Sudeste
pelo estado do Piaui e ao Oeste pelo estado do Para. Ocupa uma area territorial de
aproximadamente 331.918 Km2, possui um efetivo bubalino de aproximadamente
80.000 cabegas(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2006; Laboratério
de Metereologia - LABMET, 2010; Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéria do
Maranhdo— AGED, 2010).

A amostragem foi calculada conforme preconizado pelo Centro Panamericano
de Zoonoses (1979) para estudo de estimativa de prevaléncia. Teve-se como parimetros
a prevaléncia encontrada por Santos et al. (2010) na Bacia Leiteira do Maranh#io que foi
de aproximadamente 54%, um erro de 10% e grau de confian¢a de 95% (z = 1,96),

obteve-se n = 330 amostras, onde elevamos para 350.

Foram trabalhados 7 municipios municipios da baixada maranhense; (Arari,
Vitéria do Mearim, Pinheiro, Cajari, Viana, Sio Jodo Batista e Sdo Bento), os quais sdo
constituidos por 48 mil cabegas de bubalinos. Para cada um dos municipios foram
sorteados 5 rebanhos, com base no cadastro da AGED (2010), totalizando 35 rebanhos.
De cada rebanho foram colhidas 10 amostras de animais aleatoriamente selecionados,
obedecendo — se a seguinte estratificacio: duas novilhas de reposi¢do (12-24 meses), 7
vacas (= 24 meses) e um touro (> 24 meses).

As amostras de sangue foram colhidas através da pungio da veia jugular,
utilizando tubos a vicuo de 10 ml, com gel. As amostras foram mantidas em

temperatura ambiente até ocorrer a coagulagdo e retragio do codgulo, sendo conduzidas
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posteriormente sob refrigeragfo até o Laboratério de Doengas Infecciosas do Curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA. As amostras
foram centrifugadas a 2.000rpm, durante 5 minutos. As aliquotas de soro obtidas foram
transferidas para tubos plasticos e mantidas em temperatura de congelamento (-20°C)
até a realizagfo dos exames soroldgicos.

Utilizou-se o teste de Imunodifusio em Gel de Agar (Miller; Van Der Maaten,
1976), utilizando-se kit comercial que detecta anticorpos ant-gp51, de acordo com o
fabricante.

Em cada rebanho foi aplicado aos criadores questionario epidemiolégico com o
objetivo de obter informagdes necessérias ao estudo de fatores de risco associados a
reatividade para LEB, como: conhecimento da leucose enzoética bovina, uso repetido
da luva obstétrica, assisténcia veterinaria, aquisi¢do de animais e sistema de criagdo.

A freqiiéncia de animais reagentes em cada municipio e regional, foi calculada
pela razdo do nimero de animais soropositivos multiplicado por 100 e dividido pelo
total de animais testados. Para cada percentual sera calculado o intervalo de confianga
de 95% de probabilidade de ocorréncia ao acaso (Thrusfield, 2007).

Para avaliar a associa¢dio entre animais reagentes para LEB e as variaveis
estudadas, potenciais fatores de risco, utilizou-se o teste de Qui-quadrado, com nivel de
significancia de 5%.

Também foram calculados os intervalos com confianga de 95% e a razdo de
probabilidades (Odds ratio) e o risco relativo. O programa utilizado para analise foi o

EPINFO 3.43 versdo 2007.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ap6s o término dos testes, notou-se que 14,28% (n=50) das amostras reagiram a

Imunodifusdo em Gel de Agar (Fig. 1).
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m Reagentes :
= N3o reagentes |

Figura 1. Graﬁco da frequenma da Leucose Enzoética Bovina em Bufalos dos Municipios da Balxada
Maranhense.

Dentre os municipios, Arari e Pinheiro apresentaram o maior niimero de animais
reagentes, com 30% (n=15) e 24% (n=12), respectivamente, seguido pelos municipios
de Sdo Bento com 14% (n=7), Viana com 12% (n=6), Vitoria do Mearim com 10%
(n=5), Cajari com 6% (n=3) e S3o Jodo Batista com 4% (n=2).

Tabela 1 — Distribuicdo de fregiiéncias de bubalinos reagentes & imunodifusio
em gel de 4gar (IDGA) para Leucose Enzoética Bovina de acordo com a
frequéncia por municipios em 201 1.

Resultado da IDGA
Municipios
‘Reagente Nao Reagente Total ‘
Arari 15 35 50
Cajari . 3* 47 50
S#o Bento e 43 50
Sdo Jodo 25 48 50
Batista
Viana 6= 44 50
Vitoria do 5 45 50
Mearim

Letras minfsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente
significativa para o feste qui-quadrado P<0,
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De acordo com a Tab. 1,7 o municipio de Arari apresentou diferenga
estatistica significativa em relagdo aos demais municipios.

O resultado encontrado se mostrou superior ao estudo realizado por Meas et
al.(1999) ,onde a prevaléncia encontrada no Paquistdo foi de 0,8%, do total de 370

bufalos.

Mingala et al,(2009) em seu estudo realizado nas Filipinas com bufalos
encontraram um percentual superior ao presente trabalho, de 27,6%, sendo o primeiro
estudo que detectou esse patdégeno na regifio. Brujeni et al. (2010), encontraram a
presenga do virus em 16,8% do total de 143 vacas dos rebanhos do Ir8, um percentual

aproximado ao qual foi encontrado neste trabalho.

Em estudo realizado na Uruguai e Colombia notifico-se a presenca de 8,06
% e 45,3% animais soropositivos, com base nos estudos feitos Flores et al. (1992)
citado por Sponchiado et al. (2008) e Alfonso et al. (1998) citado por Sponchiado et al.

(2008), respectivamente.

Barros Filho et al.(2010) em estudo sobre a prevaléncia de anticorpos para
o virus da Leucoze Enzodtica em bovinos criados na regifio metropolitana de Curitiba,
Paran4, encontraram 56,34% dos 268 bovinos reagentes. B possivelmente resultado da
falta de programas de controle da doenga e pouco conhecimento por parte dos

criadores sobre a doenga e os prejuizos acarretados por ela.

Mendes et al. (2011), em Pernambuco encontraram a prevaléncia de
32,1% de bovinos leiteiros soropositivos . Os animais leiteiros sdo criados em
confinamento, aliado as mds préaticas de manejo facilitam a transmissdo por via
horizontal e vertical, além da introducio de novos animais sem que tenham feito

quarentena ou exames nos mesmaos.

Santos et al. (2010) encontraram uma prevaléncia estimada em 53,80% dos
animais pesquisados da bacia leiteira do Maranhdo, mostrando que a doenga esta
distribuida em praticamente todos os rebanhos, de modo que medidas sanitarias devem
ser recomendadas para a area. Estes indices devem-se & comercializagdo de bovinos,

que tem provocado a difusdo de muitas doengas, dentre elas a leucose.

Fernandes et al. (2009) acharam na microregido de Araguaina, no estado

do Tocantins, o percentual de 37% dos animais sensiveis ao IDGA. Essa taxa pode
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estar associada a expansdo desenfreada por que passa a bovinocultura do estado. A
introdugdo de animais nos rebanhos, sem a observancia de critérios sanitarios cria

condic¢des para que haja uma plena difusdo da infecgfo.

No estado do Amazonas a prevaléncia encontrada foi de 8,9%,
comprovando a existéncia dessa enfermidade no presente estado, segundo Carneiro et
al. (2003). Essa taxa de prevaléncia pode ser atribuida ao nivel de tecnificagdo ¢ a

baixa densidade de animais.

Frandoloso et al.(2008) , estudando a prevaléncia de leucose enzodtica
bovina, diarréia viral, rinotraqueite infecciosa bovina € neosporose bovina em 26
propriedades leiteiras da regido nordeste do Rio Grande do Sul encontraram uma
prevaléncia de 61,5%. Esse valor reflete a ampla disseminag@o desse microorganismo
nas propriedades leiteiras desta regido, pois este tem a capacidade de se estabelecer de

forma definitiva nos bovinos. Isso tudo associado com o descaso sanitario.

Analisando a faixa etéria dos animais positivos ao teste do IDGA, percebe-
se que houve uma diferenca grande. Os animais com idade entre 12-24 meses
representaram o total de 32% (n=16) e os animais com idade > 24 meses com um total
de 68% (n=34) (Fig. 2). Trabalhos realizados por Santos et al. (2010) encontraram a
prevaléncia de 38,04% para animais com idade entre 12-24 meses e 61,96% para
animais com idade superior 2 24 meses. Sponchiado et al. (2008) afirmaram que
29,75% dos animais com idade entre 12-24 meses eram soropositivos. Carneiro et al.
(2003) em estudos na Amazonia determinaram a prevaléncia de 5,7% e 34,9% para

animais soropositivos com idade entre 12-24 e > 24 meses, respectivamente.

= Reagentes

== N3o-Reagentes

{= 24 Meses)
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Em relacéo ao sexo, a maior prevaléncia encontrada foi de fémeas, com o total

de 86 (n=43%) enquanto que de machos foram 14% (n=7) animais (Fig. 3).

Figura 3. Gréfico da frequéncia entre sexo.

= Macho
Fémea

Resultados parecidos foram encontrados por Sponchiado et al. (2010) no estado

do Parand, com a prevaléncia de fémeas de 85,33% e para os machos de 14,67%.

Tabela 2 - Distribui¢io de freqiiéncias de bubalinos reagentes 4 imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) para
Leucose Enzoética Bovina em relagdo as variaveis estudadas na baixada maranhense (2011).

Indicadores
IDGA Epidemioldgicos
Variaveis
Nao
Reagente % reagente % P<0,05 RR (IC)
Conhecimento da LEB Sim 7 2 43 12 1 0.9767
(0.4657-
Nio 43 2 257 73 2.049)
Uso repetido da luva
obstétrica Sim 20 6 70 20 0.0219 1.926
o (1.153-
Nio 30 9 230 66 3.216)
Auséncia de assisténcia :
veterindria Sim 22 6 118 34 0.5369 1.179
| (0.7035-
Nao 28 b3 182 52 1.974)
Aquisic@io de amimais Sim 34 10 206 59 1 0.9740
(0.5620-
Nao 16 5 94 27 1.688)
Estabulacdo Sam i9 -5 21 6 0.0001 4.750
(2.979-
Nao 31 e 279 80 7.575)

P = Probabilidade de ocorréncia ao m{?&%}, RR = Risco relativo, IC = Intervalo de confianca de 95%, P<

0.05.
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Quando se analisou os indicadores epidemiologicos dos fatores de riscos
(Tab. 2), percebe-se que houve diferenga significativa quanto ao uso repetido da luva
obstétrica (0.0219), seguido da estabulagdo (0.0001). O risco relativo se mostrou
elevado no uso repetido da luva obstétrica (1.926), da auséncia da assisténcia veterinaria
(1.179) e estabulagdo (4.750), apresentaﬂdo o maior risco dentre os demais indicadores.
Santos et al. (2010) encontrou os mesmos itens epidemioldgicos apresentando
probabilidade de ocorréncia de casos e riscos relativos. O uso da luva obstétrica com
probabilidade de ocorréncia (0) e risco relativo (1,26), auséncia da assisténcia
veterindria com probabilidade de ocorréncia (0.0161) e risco relativo (1,18) e
estabulacéo com probabilidade de ocorréncia (0.0014) e risco relativo (1,43).

Ao responder o questiondrio sobre o conhecimento da LEB ou de outras
doengas, 100% (n=35) afirmaram que conheciam a brucelose, 14,28% (n=5) a
leptospirose e 14,28% (n=5) a LEB. Estes dados foram também citados por Sponchiado
et al. (2008) no estado do Parand, onde o conhecimento da leucose enzooética bovina foi
de 56,36% .

No questionamento quanto ao diagnostico de gestagdo 25,71% (n=9) dos
criadores confirmaram essa pratica € que os técnicos utilizavam a mesma luva.
Trabalhos realizados por Santos et al. (2010) no estado do Maranh#o, citam que a luva
era utilizada em mais de um animal em 18,48% das propriedades. Sponchiado et al.
(2008) afirmaram que 78,18% dos criadores afirmaram reutilizar as luvas de palpagéo.

A respeito da assisténcia médica veterindria, 62,85% (n=22) dos criadores
relataram que ndo tinham assisténcia ¢ 37,15% (n=13) empregavam esses servigos.
Esses dados foram também encontrados por Santos et al (2010), onde 33,70% dos
criadores n@o possuem assisténcia veterinaria.

Quando questiouados sobre aquisicdo de animais com freqii€ncia, 68,75%
(n=24) responderam sim ¢ apenas 31,25% (n=11) ndo. Dentre os que responderam sim,
95,80% (n=23) adquirem animais pela regifo e um nfo informou (4,20%). A maioria
dos criadores 83,33% (n=20) optaram pela aquisicdo de machos, com o intuito da
comercializacio para o abate e 16,67% (n=4) optam por matrizes. Estudos feito por
Garcia et al. (2003) na regiZo do Tridngulo Mineiro/Alto Parnaiba encontraram 64,5%
visando a producdo de came ¢ leite, 28,8% apenas a produgfo de carne e 7,1% das

propriedades vendendo reprodutores.
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Os dados obtidos em 35 questiondrios nos mostram que 63,71% (n=23)
criam seus animais em sistema extensivo, onde os mesmos sdo soltos durante o dia e
recolhidos a noite. O fato do sistema extensivo ser predominante se assemelha com
estudos de Barbosa em 2005 feito na Ilha de Marajé. Nesta, os animais s@o criados

soltos em pastos, em sua maioria, nativos.

A presenga dessa doenga nos rebanhos estd postulada em duas
fundamentag6es, que podem estar interferindo de forma independente entre si e ambas
relacionadas & etiopatogenia da doenga: o manejo sanitario que os criadores aplicam

em seu rebanho e as caracteristicas imunolégicas do virus da leucoze (Melo, 1991).

Esse resultado demonstra que essa doenga estd presente nos rebanhos
bubalinos da baixada maranhense, com pequenas variagbes entre os municipios. Em
virtude disso, melhores técnicas de controle e sanidade devem ser aplicadas pelos
criadores, como evitar o uso repetido da mesma agulha, da mesma luva obstétrica,
seguido da assisténcia médica veterindria. Quanto aos animais adquiridos por

comercializagdo, deve-se fazer a quarentena dos mesmos e testes sorologicos.

Ainda ha poucos estudos sobre essa doenga em bufalos, no entanto esta
realidade vem mudando com o decorrer dos anos, pois ha uma crescente preocupagéo
com a comprovacgdo das perdas econdmicas que essa doenca pode trazer ao rebanho,

que leva ao impulsionamento das pesquisas.

A estabulagdo destes animais contribui para o aumento do risco de
reagentes para o LEB, apesar de que o manejo adotado por uma grande maioria de

criadores € o extensivo, com os animais soltos durante o dia e sendo recolhidos a noite.

Nessa regido ha um fluxo grande de comercializagdo destes animais, o que
pode contribuir para a maior disseminagfo do virus. O desenvolvimento da pecudria
leiteira tem se intensificado nestes dltimos anos, 0 que pode ajudar mais ainda a

respeito desse controle.

Vale ressaltar também gque a interven¢do humana, seja através do médico
veterinario, seja pelo tratador, contribui para que haja o aumento das taxas de
prevaléncia de animais reagentes ao LEB (Flores et al, 1988 por Santos et al. 2010,

Sponchiado, 2008). Soma-se & isso a desestruturagdo dos Orgfos responsaveis pela
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sanidade animal do Estado e Municipio que nfio fazem o controle rigoroso desses
animais.
Se faz presente o desconhecimento da patogenia e sua ocorréncia na

regifio, associada aos altos custos e a dificuldade de diagnostico.

CONCLUSOES

Levando em consideragio os resultados obtidos neste projeto,
considerando o percentual encontrado de amostras positivas para a Leucose Enzodtica
Bovina da Baixada Maranhense, conclui-se que esta tem uma frequéncia considerada
média. As infecgdes se mostram de forma ativa, espalhadas por todos os municipios
estudados. A maior frequéncia encontrada foi em animais com idade > 24 meses pois
estes estdo em contato a mais tempo com fontes veiculadoras do virus. As fémeas
foram as mais acometidas pela infecgfio por LEB. O risco relativo se mostrou elevado
no uso repetido da luva obstétrica, da auséncia da assisténcia veterinaria e estabulagdo,

apresentando o maior risco dentre os demais indicadores, contribuindo assim para a

ocorréncia da doenga na regifo.
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