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RESUMO

PAIXAO, A. P. Leptospira spp em rebanhos bovinos das bacias leiteiras das
Regides Central e Nordeste do Estado do Maranh&o-Brasil: frequéncia, fatores
de risco e mapeamento de focos. [Leptospira spp in dairy cattle herds from the
Regions Middle and Northeast the state of Maranh&o-Brasil: frequency, risk factors
and mapping outbreaks]. 2014. (102f.) Dissertacdo (Mestrado em Defesa Sanitaria
Animal) — Universidade Estadual do Maranh&o, S&o Luis, 2014.

O presente estudo teve como objetivo determinar a frequéncia, os fatores de risco e
mapeamento de focos em rebanhos bovinos das bacias leiteiras das Regides
Central e Nordeste do Estado do Maranh&o, Brasil, associados a Leptospira spp.
Foram colhidas 420 amostras de soros sanguineos de fémeas com idade = 24
meses, selecionadas de forma aleatéria simples, distribuidas em 70 rebanhos,
provenientes de 14 municipios (Bacabal, Bom Lugar, Lago Verde, Olho d’Agua das
Cunhas, Sao Luis Gonzaga, Vitorino Freire, Bernardo do Mearim, Igarapé Grande,
Pedreiras, Trizidela do Vale, Lima Campos, Pocédo de Pedra, Lago da Pedra e Sao
Luis). Foi aplicado um questionario epidemiolégico para investigar os principais
fatores de riscos associados a infeccdo. As amostras de soro foram submetidas a
prova de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM), sendo utilizados 24 sorovares do
complexo anti-Leptospira spp. Das amostras analisadas, 70 (100%) para rebanhos e
420 (100%) para animais foram reagentes a pelo menos um dos sorovares anti-
Leptospira spp com titulos variaveis entre 100 a 800. Os sorovares mais prevalentes
foram Patoc 410/420 (97%), Castellonis 351/420 (84%), Hardjo 347/420 (83%),
Hebdomadis 335/420 (80%), Wolffi 330/420 (79%), Sentot 328/420 (78%),
Autumnalis 322/420 (76%), 322/420 (76%) Butembo, Brastilava 298/420 (71%),
Icterohemorragiae 300/420 (71%), Pomona 286/420 (69%) e Andamana 286/420
(68%). Das variaveis consideradas fatores de risco, a realizacdo de inseminacao
artificial; criacdo conjunta de caprinos, ovinos, equinos e caninos nas propriedades e
maior taxa de nascimento de bezerros no periodo seco, apresentaram associacao
estatistica significativa (P<0,05) a ocorréncia da infeccao por Leptospira interrogans.
Os resultados demonstram niveis elevados de frequéncia da Leptospirose no
rebanho bovino leiteiro das Regides Central e Nordeste do Estado do Maranh&o.
Estes resultados indicam a necessidade de implementacdo de estratégias, que
consistem na realizacdo de vacinacfes e exames soroldgicos, aquisicao de animais
de propriedades idoneas, efetivacdo de quarentena ao ingresso de novos animais,
monitoramento dos rebanhos existentes nas propriedades, notificacdo da doenca
junto a Agéncia de Defesa do Estado, além da adocdo de medidas de
biosseguranca.

Palavras-chave: Leptospirose, bovinos leiteiros, epidemiologia, Maranhao,
soroaglutinacao microscopica.
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ABSTRACT

PAIXAO, A. P. Leptospira spp in dairy cattle herds from the Regions Middle and
Northeast the state of Maranh&o-Brasil: frequency, risk factors and mapping
outbreaks. [Leptospira spp em rebanhos bovinos das bacias leiteiras das Regides
Central e Nordeste do Estado do Maranh&o-Brasil: frequéncia, fatores de risco e
mapeamento de focos]. 2014. (102f.) MsC thesis (Master in Animal Health) —
Maranhao State University, Sao Luis, 2014.

The presente study’s aim was to determine frequency, risk factors and mapping
outbreaks in dairy cattle herds from the Regions Middle and Northeast the state in
Maranhdo, Brasil, associated to Leptospira spp. Were analyzed 420 samples of
blood serum from females, age = 24 months, selected in a random way, distributed in
70 herds, from 14 townships (Bacabal, Bom Lugar, Lago Verde, Olho d’Agua das
Cunhas, Sao Luis Gonzaga, Vitorino Freire, Bernardo do Mearim, Igarapé Grande,
Pedreiras, Trizidela do Vale, Lima Campos, Pocédo de Pedra, Lago da Pedra and
Sao Luis). An epidemiological questionnaire was applied to investigate possible
factors that could have been associated to the infection. Serum samples were
submitted to the Serum Agglutination Test (SAT). It was used 24 serovars from the
anti-Leptospira spp complex. From the analyzed samples, 70 (100%) for herds and
420 (100%) for animals, were reagent to at least one of the anti-Leptospira spp.
serovar, reaching titles between a 100 and 800. The most prevalent serovars were
Patoc 410/420 (97%), Castellonis 351/420 (84%), Hardjo 347/420 (83%),
Hebdomadis 335/420 (80%), Wolffi 330/420 (79%), Sentot 328/420 (78%),
Autumnalis 321/420 (76%), Butembo 322/420 (76%), Brastilava 298/420 (71%),
Icterohemorragiae 300/420 (71%), Pomona 286/420 (69%) and Andamana 286/420
(68%). From the variables considered as risk factors, the utilization of artificial
insemination, mixed herds of goats, sheeps, equines and canines in the properties
and the birth of calves in the non rainy period showed significant statistical
association (P<0,05) to the risk of infection with Leptospira interrogans. The results
show elevated levels of Leptospirosis frequency in dairy cattle herd the Regions
Middle and Northeast in Maranhdo state. Therefore, there is a necessity to
implement strategies, consisting of vaccinations and serological exams, acquisition of
animals from reputable properties, establishment of quarantine for arrival of new
animals, monitoring existent herds in the properties, notification of the disease to the
State Animal Health Agency, besides the adoption of biosecurity measures.

Key-words: Leptospirosis, dairy cattle, epidemiology, Maranh&o, microscopic serum
agglutination.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um dos principais rebanhos bovinos comerciais do mundo,
com aproximadamente 209 milhdes de cabecas e apresenta-se como um dos
grandes esteios da economia do pais, com avanc¢os nos indices de produgéo, com
destaque para a produtividade e para a exportagéo de seus produtos (IBGE, 2014).

A atividade agropecuéria mostra-se relevante para o aumento da geracao
de riqueza e crescimento do Produto Interno Bruto (PIB) do pais (IBGE, 2012). Por
outro lado, a producéo de leite nos ultimos 25 anos aumentou 150%, passando de 8
bilhdes de litros no ano de 1975 para 20 bilhdes no ano 2000, ultrapassando 26
bilhdes em 2007. O Brasil € um dos principais paises produtores de leite e ocupa a
5° posicdo com 31.667.600 toneladas da producdo mundial de acordo com a
classificacao global dos principais paises produtores de leite (EMBRAPA, 2012).

Quanto ao estado do Maranh&o, este possui 0 segundo maior rebanho
bovino da Regido Nordeste e esta exploracdo é a principal atividade econdmica do
setor pecuario do estado, com um total de 7.272.822 de cabecas de bovideos,
sendo 790 mil de rebanho leiteiro (AGED/MA, 2012). No ranking de producéo de
leite no Brasil, a Unidade Federativa do Maranhdo ocupa o 16° lugar com a
producédo de 336 milhdes de litros por ano, 642 litros/vaca e 55 litros por habitante
(IBGE, 2012).

Vale ressaltar que, a bovinocultura leiteira do estado encontra-se em
expansdo, principalmente, impulsionada pelos investimentos na indastria de
laticinios, em tecnologia e genética para melhoramento do rebanho, o que contribui
com a elevacdo do percentual de emprego e renda (ACM, 2013). Atualmente a
matéria-prima produzida nas bacias leiteiras estd voltada para as industrias
processadoras, com destino a um centro de consumo (OLIVEIRA; SILVA, 2012).
Também o reconhecimento internacional de zona livre de febre aftosa com
vacinacdo habilita a bovinocultura do Maranhdo a ampliar o comércio referente ao
setor de carne, bem como, o de leite e derivados, com paises de outras fronteiras
(BRASIL, 2014).

Negréo et al. (2000) afirmam que o sucesso da cadeia da bovinocultura
estd relacionado ao desempenho reprodutivo do rebanho, pois, entraves como a

auséncia de controle sanitario adequado contribui para o surgimento de doencas,
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com énfase na exploragdo leiteira, entre estas enfermidades destaca-se a
leptospirose.

A leptospirose € uma antropozoonose bacteriana, de elevada prevaléncia,
cosmopolita, diagnosticada em paises de clima tropical e subtropical, principalmente
nos periodos de altos indices pluviométricos. Acomete 0s animais domésticos,
silvestres, roedores sinantrépicos e o homem (ACHA; SZYFRES, 2003; CORCHO,
2008; OIE, 2014).

Do ponto de vista de Saude Publica, esta relacionada as probleméticas de
condicdbes de infraestrutura sanitaria, o que reflete na baixa condi¢édo
socioeconémica do pais (BRASIL, 2005). A enfermidade afeta determinados
segmentos profissionais, como médicos veterinarios, laboratoristas, garis,
agricultores, trabalhadores de abatedouros e tratadores de animais, devido contato
estreito com as fontes de infeccdo (ACHA; SZYFRES, 2003; PIRES, 2010).

Os impactos negativos da leptospirose refletem-se economicamente,
devido aos prejuizos decorrentes de abortamentos em torno de 12 a 68,4% em
rebanhos ndo vacinados, natimortos, flacidez de Ubere, a diminuicdo da producao
lactea, reducéo da taxa de concepcéo e de infertilidade em 47% e o alto custo com o
tratamento, tendo em vista a sua transmissdo as diversas espécies animais de
producéo (PIRES, 2010).

E uma enfermidade que consta na lista multipla de espécies do Cédigo
Sanitario para Animais Terrestres da Organizacdo Internacional de Epizootias por
ser emergente, difundir-se em diversas nacbes e ter consequéncia na
comercializacdo internacional de animais, produtos e subprodutos (OIE, 2009). De
acordo com a Instrucdo Normativa (IN) n°® 50 de 24 de setembro de 2013, do MAPA,
a leptospirose deve ser notificada, por meio de Médicos Veterinarios Privados,
Habilitados e Responsaveis Técnicos (RT’s), junto as Agéncias de Defesa Sanitaria
Animal (BRASIL, 2013).

Considerando a abertura de mercados no segmento de laticinios no
Estado, associado a importancia socioeconémica que a leptospirose representa,
aliado as préticas deficientes de sanidade nas propriedades e a caréncia de dados
soro-epidemiologicos da ocorréncia desta enfermidade em rebanhos bovinos de
aptdao leiteira no Estado do Maranhdo, é que este trabalho foi realizado com os

objetivos propostos a seguir.
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2 OBJETIVOS

2.1Geral

Realizar estudo sobre a frequéncia, fatores de risco, sorovares
predominantes e mapeamento de focos de Leptospira spp em rebanhos bovinos das
bacias leiteiras das Regides Central e Nordeste do Estado do Maranh&o, Brasil.

2.2 Especificos

e Estimar a frequéncia da leptospirose em rebanhos bovinos das bacias leiteiras
das Regides Central e Nordeste do Estado do Maranh&o, Brasil;

e |dentificar os sorovares do complexo Leptospira spp em rebanhos bovinos das
bacias leiteiras das Regides Central e Nordeste do Estado do Maranh&o, Brasil;

e Avaliar possiveis fatores de riscos, associados a ocorréncia da leptospirose em
rebanhos bovinos das bacias leiteiras das Regides Central e Nordeste do Estado
do Maranhé&o, Brasil,

e Mapear focos da leptospirose em rebanhos bovinos das bacias leiteiras das

Regibes Central e Nordeste do Estado do Maranhdo, Brasil.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos historicos

A leptospirose foi descoberta em 1800, no Cairo, por Larrey, médico
militar francés, que observou no exército napolednico dois casos de ictericia
infecciosa, a qual foi descrita em 1881, por Weiss, em Praga, como uma doencga que
provocava ictericia no homem “Icteruscatarrhalis”, e que posteriormente foi
denominada doenca de Weil (CACCHIONE, 1962).

Em 1886, Adolf Weil, em Heidelberg, na Alemanha, oficializou a primeira
descricao da leptospirose humana como uma doenc¢a que causava uma sindrome
ictérica severa, febre, hemorragia e faléncia renal, a partir deste aspecto, a
enfermidade passou a ter o nome de doenca de Weill; conhecida ainda como “Tifo
bilioso ou ictericia infecciosa” (CACCHIONE, 1962; LEVETT, 2001). Na China a
leptospirose era referenciada como “ictericia da colheita do arroz ou ictericia arrozal”
e no Japao “febre dos sete dias de outono” (FAINE et al., 2000).

Em 1891, F. Miller, em Schleisen, descreveu uma doenca com
sintomatologia e sinais similares, caracterizando-a de “Sclamfieber epidemie” e
Rimpau relatou “Feldfieber”, leptospirose nao ictérica (CACCHIONE, 1962).

Em 1907, nos Estados Unidos da América, Stimson observou o agente
em cortes histologicos de rim de paciente diagnosticado com febre amarela. As
bactérias apresentavam uma forma similar ao ponto de interrogacdo e se
encontravam em conjunto, sendo entdo denominadas “Spirochaeta interrogans”
(CACCHIONE, 1962; FAINE et al., 2000).

No Japédo, em 1915, Inada e Ito isolaram a leptospira em trabalhadores de
minas denominando-a “Spirochaeta icterohaemorrhagiae”, e no mesmo ano,
Uhlenhut e Fromme realizaram o primeiro isolamento em cobaia inoculada com
sangue de soldados doentes. Em 1917, Miyajima, também neste pais, demonstrou
gue os ratos séo vetores da doenca em humanos (CACCHIONE, 1962).

Em bovinos, o primeiro relato de leptospirose, foi em Caucaso, na Russia,
por Mikhin e Azhino, em 1935, através do isolamento de Leptospiras spp em
bezerros, com sinais de hemoglobinuria infecciosa aguda (YANAGAWA et al., 1955).

No Brasil, a leptospirose foi constatada, primeiramente no Estado do

Pard, por McDowell (1917), ap6s diagndstico clinico da enfermidade precedido de
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um surto. A identificacdo de Leptospira icterohaemorrhagiae foi diagnosticada no
mesmo ano, por Aragdo, em estudo realizado em seis Rattus novergicus, na cidade
do Rio de Janeiro (BRASIL, 1995).

Em bovinos, Freitas et al. (1957) efetuaram o primeiro isolamento de
Leptospira spp, classificada como Pomona. Também Santa Rosa et al. (1970)
isolaram uma estirpe do sorovar Icterohaemorragiae, em bovinos, no estado de S&o
Paulo e, Yanaguita (1972) ao examinar quinhentos bovinos em matadouro, isolou
duas estirpes de Leptospira spp, classificadas como novos sorovares do sorogrupo
Hebdomadis: L. guaicurus e L. goiano (VASCONCELLOS et al., 2001).

3.2 Taxonomia e morfologia

A leptospirose € uma enfermidade infecto-contagiosa causada por Leptospira
interrogans. As Leptospiras pertencem a classe Eubacteriales, ordem
Spirochaetales, familia Leptospiraceae, género Leptospira (FAINE, 1999; HAMOND,
2010; EUZEBY, 2014).

Até 1989, as Leptospiras estavam divididas em duas espécies, de acordo com
critérios antigénicos: L. interrogans, da qual faziam parte todas as cepas
patogénicas, e L. biflexa, incluindo cepas saproéfitas. Contudo, estudos de
caracteristicas genéticas conduziram a varias espécies dentro de Interrogans lato
sensu: L. interrogans sensu stricto; L. santorosai; L. weilii; L. inadai; L. wolbachii; L.
borgpetersenii; L. kirschneri; L. meyerie, L. noguchii, onde os sorovares patogénicos
e saprofitas poderiam se encaixar dentro de uma mesma espécie (MINEIRO et al.,
2007).

No Equador, em 2007 em uma reunido do Subcomité de Taxonomia da
Leptospiracea, a L. interrogans foi reclassificada com 13 espécies de Leptospiras: L.
alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L.
kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii e L. wolffi,
distribuidas em mais de 260 sorovariedades e agrupadas em 23 sorogrupos
(EUZEBY, 2013).

Ja4 a Leptospira biflexa possui 3 espécies: L. biflexa, L. wolbachiie e L.
hollandia e 38 sorovares agrupados em 6 sorogrupos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010;
GOMES, 2013; EUZEBY, 2014). Sdo saprdfitas, de vida livre, encontradas em

diversos tipos de ambientes liquidos, como aguas salinas e superficiais (BHARTI et
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al., 2003; OMS, 2008; ADLER; MOCTEZUMA, 2010; BROOKS et al.,, 2010;
HAMOND, 2010; GOMES, 2013).

No ano de 2013, foram incluidas mais quatro genomo espécies de acordo
com a List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature, instituida pelo
pesquisador Jean Paul Euzeby e mantida por Aidan C. Parte, permanecendo a sua
classificacdo da seguinte forma: L. interrogans (espécie tipo do género), L. biflexa, L.
borgpetersenii, L. inadai, L. wolbachii, L. meyeri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii,
L. kirschneri, L. fainei, L. alexanderi, L. broomii, L. wolffii, L. kmetyi, L. licerasiae, L.
alstonii, L. terpstrae, L. yanagawae, L. idonii, L. vanthielii (EUZEBY, 2014; GOMES,
2014).

S&o bactérias com diametro de aproximadamente 0,1 a 0,2 mm por 6-20 mm
de comprimento, com forma de espiroquetas espiraladas, moveis, aerobias, nao
capsuladas nem esporuladas, com gancho caracteristico terminal em uma ou ambas
as extremidades. Apresentam movimentos de saca rolha (spin), bem como de
flexdo-extensdo e sdo facilmente visualizadas por microscopia de campo escuro
(FAINE, 1999; AVELAR; PEREIRA, 2005; SANTOS et al., 2008). Como fonte de
carbono e energia, utilizam acidos graxos, vitaminas B1 e B12, ferro ferroso e ions
de amonio (FAINE, 1999; SLACK et al., 2006; SANTOS et al., 2008).

As Leptospiras possuem em geral uma tipica estrutura de membrana fina
dupla, na qual sdo ligadas e revestidas por uma membrana externa, responsavel
pela conexao entre o meio exterior e a célula, com finalidade de barreira seletiva. Os
lipopolissacarideos da parede celular (LPS) das Leptospira spp séo constituidos de
forma similar ao de outras bactérias Gram negativas, no entanto, com atividade
endotoéxica reduzida (FAINE et al., 2000; LEVETT, 2001).

3.3 Epidemiologia

A leptospirose é epidemiologicamente bem definida, apresenta ampla
distribuicdo geografica e estd associada as condi¢cdes edafoclimaticas (HAMOND,
2010; MARTINS et al., 2012). A taxa de morbidade para a doenca clinica é alta e
pode atingir 100% dos animais, enquanto que, a taxa de letalidade € baixa, em torno
de 5%, porém, em bezerros a mortalidade é maior do que em animais adultos
(GOMEZ, 2008).
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Os niveis de ocorréncia sdo elevados em regides de clima tropical e
subtropical, como na América Latina, Africa e Asia. O periodo chuvoso impede a
evaporacao da urina contendo Leptospira expelida de animais infectados, o que
pode ocasionar o aumento da incidéncia da doenca (VASCONCELLOS, 2004). A
manutencdo de Leptospiras nas regides urbanas e rurais do Brasil € favorecida além
do clima, por condi¢des sécio-econdmico-culturais. O crescimento das cidades sem
planejamento e o excesso de lixo acumulado sobre vias e areas desprotegidas
propiciam a proliferagéo de roedores, o que favorece a persisténcia e disseminagao
da infeccao (BRASIL, 1995; BEZERRA et al., 2010).

E uma enfermidade que acomete 160 espécies de mamiferos domésticos e
silvestres aproximadamente (JONES et al., 2000). Os diferentes sorovares de L.
interrogans nao apresentam especificidade de hospedeiro, porém, € observada a
preferéncia de certos sorovares por determinados vertebrados. Estas condicbes
configuram-se nas associacfes estabelecidas entre o rato de esgoto (Rattus
norvegicus) e o sorovar Icterohaemorrhagiae, tendo como hospedeiro susceptivel o
homem; o cdo doméstico com o sorovar Canicola; o suino com o sorovar Pomona;
0S equinos com o sorovar Bratislava, 0s ovinos com 0s sorovares
Icterohaemorrhagiae e Hebdomadis, entretanto ha evidéncia que esta espécie seja
hospedeira de manutencdo do sorovar Hardjo; 0s caprinos com 0S sorovares
Icterohaemorrhagiae, Castellonis e Grippotyphosa e os bovinos, com 0s sorovares
Hardjo, Wolffi e Pomona (FAINE, 1994; GENOVEZ, 2009).

De acordo com Santa Rosa et al. (1975;1980), as sorovariedades
relacionadas aos animais silvestres sdo: Patoc, Shermani, Hebdomadis, Autumnalis,
Pyrogenes, Australis, Castellonis, Sentot e Andamana. Em cutias (Dasyprocta spp.),
a sorovariedade predominante é a Castellonis. Em capivaras (Hydrochaeris
hidrochaeris), as sorovariedades Hardjo, Pomona e Grippotyphosa sdo as mais
verificadas e entre os marsupiais, os gambas (Didelphis albiventris, Didelphis aurita,
Didelphis marsupialis) sao reservatérios de sorovariedades, como Ballum, Bataviae,

Icterohaemorrhagiae, Szwajizam e Grippotyphosa (CUBAS et al., 2007).
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3. 3.1 Situacao da leptospirose bovina no mundo

A leptospirose €é considerada como enfermidade reemergente,
principalmente nos paises da América Central e do Sul, da Africa, paises Asiaticos e
Europeus (LEVETT, 2001; PALANIAPPAN et al., 2007; HARTSKELL, 2009).

Gaumont e Trap (1986) ao realizarem inquéritos epidemiologicos na
Franca, obtiveram (2,8%) de bovinos sororeagentes para Leptospira spp e Pritchard,
no mesmo ano, encontrou (34,4%) na Gra Bretania. Na Africa, Wanyangu et al.
(1987) constataram no Quénia, (15,5%) de bufalos selvagens (Syncerus caffer)
reagentes, sendo mais frequente nesta espécie os sorovares Icteronemorrhagiae e
Canicola e, na Regido Sul, Myburgh et al. (1990) observaram também na mesma
espécie (1,7%) sororeagentes aos sorovares Tarassovi e Hardjo.

Na Asia, no distrito de Shekhupura (Paquistdo), Chaudhry et al. (1996)
verificaram que (16%) das amostras de soro sanguineo de bufalos (Bubalus bubalis)
reagiram contra os sorovares Icterohaemorrhagiae e Mini. Espi et al. (2000)
encontraram na Regido Sul da Espanha (10,4%), sendo as sorovariedades mais
prevalentes em bovinos Pomona e Grippothyphosa. Também Alonso-Andicoberry et
al. (2001) em Ledn, na Espanha ao estudarem em bovinos a soroprevaléncia e
fatores de risco associados a Leptospira, obtiveram (43%) e (8%), para rebanhos e
animais, respectivamente, com frequéncia de (24%) para a variante sorologica
Brastilava.

Com o objetivo de detectar sorovariantes de Leptospira spp, Alvarez et al.
(2005), no México, analisaram 4.779 amostras de soro bovino e diagnosticaram
prevaléncia de (50%), com (86%) para Hardjo e (78%) para Wolffi. Na Provincia de
Corrientes, Argentina, Jacobo et al. (2009) avaliaram 550 amostras de soro bubalino
e obtiveram os sorovares Tarassovi e Wolffi como os mais frequentes, considerados
incomuns nessa localidade, onde havia relatos apenas dos sorovares Hardjo,
Pomona, Grippothyphosa e Ballum.

Ao pesquisarem a frequéncia de aglutininas anti-Leptospira spp em espécie
bovina, na Regido de Camardes, Scolamacchia et al. (2010) encontraram
prevaléncias de (95%) para rebanho e (35%) para animais. A enfermidade foi
considerada endémica por Schoonman e Swai (2010), em Tanga, Tanzania, ao
testarem 198 bovinos, cujos sorovares Hardjo (46,5%) e Tarassovi (40,4%) foram os

mais frequentes. Em Sarab no Ir4, Dadkhah e Yeganehzad (2011) avaliaram a
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infeccdo por Leptospira interrogans em 200 bovinos leiteiros e constataram (23%)
das amostras soro positivas.

No ano de 2013, estudos soroldgicos realizados por Vakili et al. na cidade de
Mianeh, Ird4, em 210 bovinos, detectaram leptospirose (7,14%) com predominancia
para o sorovar Pomona (40%). Hurtado et al. (2013), na Colombia, registraram em
bovinos 47/137 (34,3%) com maior prevaléncia para o sorovar Grippotyphosa
(29,85%) e Hardjo (20,8%). J& Roqueplo et al. (2013), na Nova Caledbnia, obtiveram
(43%) de animais soro positivos.

Gamage et al. (2014) observaram na espécie bovina que a frequéncia de
aglutininas anti-Leptospira spp, no Sri Lanka, foi de 20/164 (12,2%) para animais. No
Chile, Salgado et al. (2014) ao estudarem a prevaléncia de Leptospira spp obtiveram
52/69 (75%) para rebanhos e 320/1537 (21%) de animais reagentes,

respectivamente.

3.3.2 Situacao da leptospirose bovina no Brasil

As primeiras pesquisas sobre a leptospirose no pais ocorreram no final
dos anos 50, a partir dos relatos de Freitas et al. (1957), no estado de S&o Paulo,
gue identificaram a existéncia da infeccéo pelo sorotipo L. pomona em feto abortado.

Lilenbaum et al. (1996) relataram que a partir da década de 1970 houve
maior interesse dos pesquisadores sobre a leptospirose o que levou a publicacdo de
varios trabalhos, com énfase em resultados com predominancia dos sorotipos
Pomona, Wolffi e Serjoe. E importante destacar que nessa época ndo era
empregada a bateria de antigenos do sorotipo Hardjo.

Os inquéritos sorologicos realizados em bovinos, até o ano de 1980,
acusavam percentuais de animais reatores positivos para a Leptospira spp da ordem
de 15 a 18%, com predominio de reacbes para a variante sorologica L. wolffi.
Estudos seguintes apontavam elevacao nos percentuais de animais soro reagentes
para a faixa de 50 a 90%, com predominio da variante L. hardjo (MOREIRA et al.,
1979; BROD et al., 1994; ELLIS, 1994; VASCONCELLOS et al., 1997; NEGRAO et
al., 2000).

InvestigacBes efetuadas em diferentes regides comprovaram prevaléncias
em rebanhos bovinos que variam de 74% a 100% e, em animais, de 45,56% a
62,3% (LANGONI et al., 2000; FAVERO et al, 2001; HOMEM et al.,, 2001;
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THOMPSON et al., 2006; LAGE et al., 2007). Diferentes pesquisas constataram as
sorovariedades Hardjo, Wolffi, Pomona, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e
Canicola entre as mais evidentes, sendo a sorovariedade Hardjo a mais prevalente
em rebanhos bovinos (FAVERO et al., 2001; LILENBAUM; SOUZA, 2003; ARAUJO
et al., 2005; THOMPSON et al., 2006; LAGE et al., 2007).

Em rebanhos leiteiros, inquéritos epidemiolégicos sobre leptospirose
confirmam ampla distribuicdo de animais soro positivos em todas as Regides do
Brasil, com as seguintes prevaléncias médias estimadas: na Regido Sul a
prevaléncia encontrada foi de 51,69% (RECUERO et al., 2006; GONCALVES et al.,
2007; CHIDEROLI et al.,, 2010; MESQUITA et al., 2010; TONIN et al., 2010;
HASHIMOTO, 2012; HERRMANN et al., 2012; MENEGAS et al., 2013); na Regiéo
Sudeste, os estudos comprovaram 42,60% (LANGONI et al., 2000; FAVA et al.,
2003; JUNQUEIRA et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2007; MAGAJEVSKI et al.,
2007; SILVA, 2007; CASTRO et al., 2008; FARIA et al., 2008; VIANA et al., 2010;
FERREIRA et al.,, 2012; SARMENTO et al.,, 2012). Na Regido Centro-Oeste a
prevaléncia média obtida foi de 71,70% (MADRUGA et al., 1980; JULIANO et al.,
2000; MARQUES, 2008; FIGUEIREDO et al., 2009; TOMICH et al., 2009; ARAUJO,
2010); na Regidao Norte foi de 71,76% (HOMEM, 2001; AGUIAR et al., 2006;
CHIEBAO, 2010) e na Regido Nordeste foi demonstrada prevaléncia de 54,56%
(SANTOS, 1988; ARAUJO, 2000; ALVES et al., 2002; BARRETO JR et al., 2005;
TENORIO et al., 2005; MINEIRO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; COELHO,
2011; SILVA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA, 2013).

3.3.3 Situacao da leptospirose no Maranhao

A prevaléncia da doenca também tem sido estudada no Maranhdo, onde
Santos (1988), na llha de Sao Luis, coletou 100 amostras sanguineas em rebanho
bovino leiteiro e comprovou que (94%) destas reagiram com titulo igual ou superior
1:100 por meio da técnica de Microaglutinacdo Rapida (MAR). Neste estudo os
sorovares mais frequentes foram L. ballum (8,3%), L. hardjo (19,1%), seguida de L.
wolffi com (16,7%).

Sousa (1994), em Sao Luis, examinou 330 (33%) amostras de
trabalhadores da Companhia de Lixo e Servicos Urbanos (COLISEU) e verificou

frequéncia de (5,45%), com destaque para o sorovar Fortbragg. J& Araujo (2000), no
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mesmo municipio, ao pesquisar aglutininas anti-Leptospira em soros sanguineos de
asininos registrou frequéncia de (40%) para o sorovar Icterohaemorrhagiae, (9,31%)
para Sentot e (7,59%) para o sorovar Butembo.

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de Leptospira spp na capital
ludovicense, Silva (2008) analisou amostras de soro humano e de caes, obtendo
103/163 (63,19%), sendo mais frequentes os sorovares Icterohaemorrhagiae 32
(11,03%) e Sentot 27 (9,31%) e, 29/38 (76,32%) com maior percentual para 0s
sorovares Icterohaemorrhagiae 13 (10,24%) e Pomona 12 (9,45%),
respectivamente.

Bezerra et al. (2010) avaliaram a frequéncia de Leptospira interrogans
pela prova de Soroaglutinagdo MicroscOpica em 60 soros de asininos e 60 soros
humanos detectando 51 (85%) de soro positividade para os asininos e 23 (38,34%)
para os humanos.

Coelho (2011), ao analisar 100 amostras de soro sanguineo e tecido
placentario de fémeas bovinas provenientes de matadouros de Sao Luis, por meio
das técnicas de Soroaglutinacdo Microscopica e Imunohistoquimica, encontrou
frequéncia de (64%) dos soros testados, com predominancia para as variantes
sorologicas Hardjo, Grippotyphosa e Wolffi, e (40%) de positividade para os tecidos
avaliados.

Silva et al. (2012) investigando a prevaléncia e os fatores de risco da
leptospirose bovina no Estado do Maranhdo, identificaram 380/573 (64,81%) e
1.904/4.832 (35,94%) para rebanhos e animais reagentes, respectivamente. As
sorovariedades Hardjo e Wolffi foram as mais frequentes em todo o estado. Em
2013, Oliveira pesquisou no municipio de Bacabal 150 amostras de soro sanguineo
de fémeas bovinas, onde (100%) foram positivas para Leptospira spp. A frequéncia
observada para os sorovares Hardjo e Pomona foi de (72%) e para Wolffi foi
(71,3%).

No municipio de Sdo Mateus, Almeida et al. (2014) coletaram 102 soros
de bufalas, sendo que (70,58%) foram positivas para um ou mais sorovares. As
variedades mais frequentes foram Pomona (29,41%), Butembo (25,49%),
Icterohaemorrhagiae (24,50%) e Wolffi (18,62%). Carvalho et al. (2014), em
Presidente Dutra, obtiveram prevaléncias em ovinos de 30/37 (81%) para rebanhos
e 121/379 (32%) para animais, respectivamente. Os sorogrupos mais prevalentes
foram Grippotyphosa 81(67%), Wollfi e Hardjo 11(9%).
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3.4 Cadeia de transmissao

As fontes de infeccdo da Leptospira spp sao os reservatorios e portadores
(sadios e doentes), como o0s animais domésticos, silvestres e roedores
sinantropicos. Nos ecossistemas rurais e urbanos, os roedores sdo considerados
portadores universais, pois, se deslocam com facilidade e s&o assintométicos
(BRASIL, 1995; SEHGAL, 2006). Embora no meio rural, o rato tenha sua
importancia como fonte de infeccdo para o rebanho e o homem, os principais
reservatérios da doenca no interior de uma propriedade bovina sdo os préprios
animais infectados que contaminam o pasto com os fetos abortados, corrimentos
uterinos e urina contaminada (VASCONCELLOS et al., 1997; CASTRO, 2012).

A principal via de eliminagéo da bactéria é através da urina, podendo ser
expelida até por 280 dias apoés a recuperacao do animal (PIRES, 2010). Os roedores
apresentam leptospiruria prolongada e albergam Leptospira spp nos rins, sendo
estas, excretadas no ambiente, contaminando o solo, a agua e alimentos. Nos
bovinos foram evidenciadas no sémen de touros natural ou experimentalmente
infectados, tornando admissivel a transmissao da leptospirose pela monta natural ou
inseminacao artificial (SLEIGHT, 1965) e em corrimentos vaginais, o que ratifica a
colonizacdo dos oOrgaos da reproducdo e seus anexos. Durante a fase sistémica
aguda da doenca, os animais em lactacado podem eliminar o agente pelo leite (RIET-
CORREA; LEMOS, 2001). Essas vias de eliminacdo séo tado importantes em bovinos
guanto a urinaria (ELLIS, 1994).

O ciclo de transmissédo da leptospirose compreende a interacdo entre
reservatorios animais, ambiente favoravel e grupos humanos suscetiveis (HOMEM
et al., 2001; BARCELLOS et al., 2003; SOUZA JUNIOR et al., 2006). A transmissao
pode ocorrer de forma direta pelo contato com a urina, pele integra e/ou lesada,
mucosas, 6rgaos, tecidos, sémen, envoltorios e liquidos fetais de animais portadores
e de forma indireta, que abrange o ambiente, como o pasto, 4gua estagnada, lama,
lixo e alimentos contaminados (GOMEZ, 2008; CURSI, 2010).

A via transplacentaria e mamaria pode estar envolvida na transmissao da
leptospirose (SPEELMAN; HARTSKEERL, 2008; PHILIP, 2011). Também ha
probabilidade de transmissédo do micro-organismo por meio do sémen industrializado

proveniente de touro infectado, embora o sémen contenha antibiético, o glicerol e
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armazenamento em nitrogénio liquido contribuem para a conservagdo da bactéria
(COSTA et al., 1998; RADOSTITS et al., 2002).

A doenca acomete praticamente todos os animais domeésticos, selvagens,
como os primatas, carnivoros, roedores, marsupiais e 0 homem (ACHA; SZYFRES,
2003). A susceptibilidade do rebanho bovino varia de acordo com fatores como
idade, estado fisiolégico e aptiddo. Fémeas de rebanhos leiteiros sdo mais
vulneraveis a infeccdo em decorréncia da aglomeracdo desses animais. A infeccéo
ocorre de forma severa em jovens, pois, sd0 mais susceptiveis a doenca
(RADOSTITS et al., 2002).

Determinados fatores contribuem como fonte permanente de infeccéo,
como aquisicao e transito de animais, utilizacdo de pasto e acesso a fontes de agua,
onde podem estar presentes rebanhos e outras espécies, além de aglomeracgdes de
animais em exposicoes e leildes (WHO, 2003).

As Leptospiras sao resistentes a 30 minutos em solo seco e 15 minutos
em agua corrente. Sao sensiveis ao pH acido, a luz solar direta, a dessecacéo, ao
alcool a 70%, glutaraldeido, formaldeido, aos &acidos, anti-sépticos e a
pasteurizacéo; sdo destruidas pelo suco gastrico em 30 minutos e crescem em pH
levemente alcalino (7,2-7,6), sob uma temperatura de 28°C a 30° C. As espécies
patogénicas possuem um periodo de sobrevida na agua e em solo umido até por
180 dias; ao frio e ao congelamento por 100 dias a -20°C (BRASIL, 1995; FAINE et
al., 2000; LEVETT, 2001; JOUGLARD, 2005; HAMOND, 2010). Os herbivoros sdo
espécies que excretam urina com pH neutro ou ligeiramente alcalino o que contribui
para manter o agente vivo, em condi¢cdes de multiplicacdo e de contaminacéo
(VASCONCELLOS et al., 1997; RIET-CORREA; LEMOS, 2001).

3.5 Patogenia

A grande capacidade das Leptospiras de penetrarem no organismo do
hospedeiro através da pele lesada ou integra e/ou mucosas oral, nasofaringena,
conjuntival, esofagica e vaginal, e sua habilidade de sobrevivéncia nos tecidos,
constituem os maiores componentes de viruléncia desses bioagentes (REZENDE et
al.,1997; FAINE et al., 1999; SOTO et al., 2007). Apdés a penetracdo, atingem a
corrente circulatéria, pulméo, figado, bago, Orgdos reprodutores e liquido

céfalorraquidiano. O periodo de incubacéo varia em torno de 7 a 14 dias. Conforme



31

a dose e variante infectante inicia-se a fase de multiplicacdo sistémica dos micro-
organismos, denominada de leptospiremia, com duracdo de quatro a cinco dias
(FAINE et al., 1999; CINCO, 2010).

Com a evolucéo da infeccdo, ocorre a reacdo imunitaria do hospedeiro, que
antagoniza o agente e faz com que o mesmo persista em areas do organismo onde
ndo ha imunidade humoral, ou encontra-se em niveis baixos. Em seguida as
bactérias passam a persistir em locais como a camara anterior do globo ocular, a luz
dos tdbulos renais, o sistema nervoso central e o trato genital (REZENDE et al.,
1997; FAINE et al., 1999).

A multiplicacdo destes micro-organismos nos tubulos renais formam
microcoldnias devido a falta de fagocitos na urina, tendo o inicio da fase de
leptospiruria, que ocorre entre o sétimo e décimo dia da evolugcédo da doenca, e sua
permanéncia depende da resisténcia do hospedeiro. Microscopicamente o
acometimento é multifocal e a persisténcia de leptospiras nos rins pode gerar lesdes
severas, sendo caracterizada por nefrite intersticial, necrose celular, atrofia tubular e
hemorragia renal; macoroscopicamente sao evidenciadas manchas brancas
subcapsulares (VASCONCELLOS, 1987; FAINE, 1999; LEVETT, 2001; ACHA,
SZYFRES, 2003). Os rins possuem importancia epidemioldgica significante, pois, a
urina passa a ser a principal via de eliminacéo, que pode ocorrer durante meses ou
anos, tornando os animais fontes permanentes de infeccéo junto ao rebanho e o
ambiente. Este é o fato mais importante na transmissédo da leptospirose (ELLIS,
1994; RIET-CORREA; LEMOS 2001, GOMEZ, 2008).

3.6 Imunidade

Na leptospirose, a imunidade a uma infeccdo inicial depende dos
mecanismos humorais envolvendo a opsonizacdo de leptospiras e fagocitose por
macrofragos e neutréfilos (FAINE et al., 1999). Os macréfagos conseguem fagocitar
amostras de leptospiras apatogénicas com a presenca de anticorpos especificos, no
entanto, as amostras patogénicas necessitam estar opsonizadas para que haja a
fagocitose por estas células (MARINHO et al., 2003). A interacdo destas células, de
complementos e anticorpos especificos, seria responsavel pelo efeito bactericida

sobre leptospiras patogénicas (WANG et al., 1984).
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A primeira resposta soroldgica relacionada a infeccdo € a producédo de
imunoglobilinas da classe M (IgM). Essas sdo desenvolvidas no periodo entre 2 a 10
dias da infec¢do, de acordo com a espécie acometida, resposta imunolégica do
animal e do tamanho da particula antigénica (ADLER; FAINE, 1976; ADLER; FAINE,
1977). A producdo de anticorpos IgG surge com 1 a 2 semanas da infeccédo. Os
niveis de anticorpos produzidos podem perdurar por semanas a meses, assim como,
por periodos de 2 a 20 anos na espécie humana e por momentos comparaveis em
animais, onde podem persistir por toda sua existéncia (FAINE et al., 1999).

A imunidade pode ser conferida passivamente por antisoro ou por
anticorpos monoclonais. Em mamiferos os anticorpos maternais séo transferidos
para o feto e neonatos através da via transplacentaria (IgG) e colostro (IgA) (FAINE,
1982). As quantidades de anticorpos dependerao do tipo de placenta e do nivel de
imunoglobulinas maternais. Nos bezerros, os anticorpos maternais podem manter-se

durante 2 a 6 meses.

3.7 Sinais clinicos

As espécies acometidas podem ou ndo apresentar sintomas, tornando-se
portadores inaparentes, o que contribui para a disseminacdo da bactéria no
ambiente (ACHA; SZYFRES, 2003; COELHO, 2011). Os sinais sdo variados e
dependem do sorovar infectante e da susceptibilidade do animal. Em bovinos é
descrita as formas aguda, subaguda e crénica (FAINE et al., 2000).

As formas agudas e subagudas sdo comumente observadas em bezerros,
gue apresentam hipertermia de 4 a 5 dias, hemorragias sob a forma de petéquias
nas mucosas, hemoglobindria e ictericia. Os animais acometidos de forma
septicémica apresentam depressdo e ataxia; 0 sangue possui aparéncia
achocolatado, aquoso e sem coagulagdo. Animais jovens, mesmo com tratamento
na fase inicial da doenca, raramente resistem e chegam a 0Obito em poucas horas
(BROD; FEHLBRG, 1992; ADORNO, 2006; GARCIA, 2012).

Sullivan (1974) e Hanson (1977), ao pesquisarem fémeas bovinas em
producéo, identificaram que as Leptospira spp presentes no leite secretado podem
contribuir com o acréscimo no numero de leucécitos, que resultara em reacao
positiva no Califéornia Mastites Test (CMT). Os animais infectados apresentam

Sindrome da Queda do Leite ou Milk Drop Syndrome, caracterizada por flacidez de
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Ubere, agalactia ou leite com aspecto de colostro, pequenos coagulos e raios de
sangue (FAINE et al., 1999). Esta Sindrome esta especialmente ligada ao sorovar
Hardjo (ELLIS, 1994). As mastites por L. interrogans sorovar Hardjo podem afetar
até 50% do rebanho (BOLIN; ALT, 1999; RIET-CORREA; LEMOS 2001).

Durante a fase aguda anticorpos sédo produzidos ocorrendo a regressao
da septicemia que desaparece ap0s uma semana. As bactérias sobreviventes se
alojam nos rins e trato genital e a infeccdo evolui para a fase cronica
(VASCONCELLOS, 1997).

A forma crénica da doenca é representada por distirbios reprodutivos. Os
sorovares Hardjo e Pomona tém sido associados a problemas de infertilidade e
subfertilidade, com interferéncia na funcéo do corpo lateo, através da diminuicdo dos
niveis de progesterona. Ocorre abortamento entre o 5° e 6° més de gestacdo e
retencdo de envoltérios em 20% dos animais que abortam; baixa eficiéncia
reprodutiva, repeticbes de cio, mumificacdo fetal, nascimento de bezerros fracos,
prematuros e natimortalidade. Existem relatos que os sorovares Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagie também estdo relacionados a surtos de abortamentos
(DHALIWAL et al., 1996; VASCONCELLOS et al., 1997; FAINE et al.,1999; ANZAI et
al., 2002; FAVERO et al., 2002; GARCIA, 2012).

A forma subaguda se assemelha a forma septicémica aguda, todavia
ocorre de forma mais branda. Sao frequentes as formas ocultas, sem caracteristicas

aparentes, mas com titulos progressivos de anticorpos (RADOSTITS et al., 2002).

3.8 Diagnostico

O diagndstico da leptospirose € considerado dificil pela relacdo complexa
entre agente-hospedeiro, alteracdes no padrdo de infeccdo e devido aos animais
domeésticos ndo apresentarem sinais patognomoénicos (FAINE et al., 1999; GOMES,
2013). Esta relacionado aos aspectos clinicos, informacdes epidemiologicas e aos
fatores de risco. Diversos métodos laboratoriais sdo utilizados na confirmacdo da
doenca. Existem os métodos diretos, que incidem na deteccdo do micro-organismo
ou do seu DNA e, os métodos indiretos, relacionados a presenca de anticorpos
frente & atuacdo do agente etiologico (BOLIN; ALT, 1999; BOLIN, 2003;
SARMENTO, 2012).
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3.8.1 Métodos diretos

A técnica de Microscopia em Campo Escuro é instantdnea na
identificacdo de Leptospira spp presentes em soro sanguineo, liquido cérebro
espinhal, fluido peritoneal, tecidos ou contetdo gastrico de fetos abortados. E
utilizada principalmente em amostras de urina na fase de leptospiriria; quando
realizada de forma imediata ap6s colheita, aumenta a probabilidade da obtencéo de
resultado positivo, pois, o diagnostico é fundamentado na motilidade e morfologia
das Leptospiras. E um método simples, utilizado como teste populacional, no
entanto, apresenta a desvantagem de baixa especificidade e sensibilidade, devido a
presenca de elementos nos fluidos corporais que pode dificultar a visualizacédo do
agente (SANTA ROSA, 1970; FAINE, 1982; BOLIN, 1996; LEVETT, 2001).

O isolamento bacteriano é um teste de alta especificidade, pois, identifica
0 sorovar infectante e permite um diagnostico definitivo (VASCONCELLOS, 1987,
VASCONCELLOS, 1997; FAINE et al.,1999). Os espécimes clinicos de eleicdo séo
urina, Gtero, rim e produtos oriundos de abortamento (ELIIS, 1994). Contudo, o
método possui limitacdo, pois, trata-se de uma técnica dificil, onerosa e
desenvolvida unicamente em laboratérios de referéncia (BOLIN; ALT, 1999; BOLIN,
2003).

O bio ensaio em animais de laboratério mediante a inoculacdo de
Leptospira spp, sobretudo de estirpes que ndo se adequam aos meios de cultura, é
uma técnica muito utilizada para a demonstracdo do quadro clinico e isolamento da
bactéria. SGo empregados hamsters (Mesocricetus auratus), por ser a espécie mais
sensivel a acdo das Leptospiras, vindo a 6ébito em aproximadamente 4 dias. As
cobaias também sdo utilizadas e sdo inoculadas pela via intraperitoneal, com
sangue, macerados de 6rgdos ou urina de animais infectados (CACCHIONE, 1962;
SANTA ROSA, 1970; ENRIETTI, 2001).

A técnica de Imunohistoquimica pode ser realizada para diagnéstico de
Leptospira spp em orgaos, visando correlacionar as lesbes com a presenca da
bactéria nos tecidos (BOLIN, 2003). A prova de Imunofluorescéncia direta € utilizada
para identificar o agente no sangue, tecidos, urina e sedimentos. E uma técnica
restrita para de estudos experimentais, com pouco uso no diagndstico de casos
clinicos (LEVETT, 2001).
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O teste de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) é utilizado para a
investigacdo em quantidades minimas do DNA do micro-organismo, utilizando
amostras bioldgicas, como soro, liquido cérebro-espinhal, urina, fezes, tecidos, leite,
sémen e embrido (BAL et al., 1994; PINHEIRO et al., 2001; FRAGA, 2009).
Entretanto, possui desvantagens por apresentar dificuldade no isolamento, ser
laborioso, utilizado de forma restrita por alguns laboratérios e ser oneroso. E um
importante instrumento para o diagndéstico da leptospirose, por diferenciar
Leptospiras saprofitas das patogénicas além, de ter alta especificidade e
sensibilidade (KOSITANONT et al., 2007; LILENBAUM, 2009).

3.8.2 Métodos indiretos

A Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) € considerada a técnica
sorologica para o diagnostico da leptospirose, preconizada pela OIE (padréao ouro) e
de referéncia internacional, na qual é empregado suspensdes de sorovares de
Leptospira spp. E a prova mais utilizada em inquéritos epidemiolégicos por detectar
sorogrupos presentes em uma populacdo (LEVETT, 2001; BRASIL, 2005; OIE,
2014). Possui sensibilidade e especificidade elevadas, porém, ha desvantagem de
nao diferenciar anticorpos IgM e IgG (anticorpos resultantes de infeccdo ou
vacinais). A SAM detecta anticorpos séricos especificos, contra uma colecdo de
antigenos vivos dos diferentes sorogrupos de Leptospira. O ponto de corte (cut-off)
do teste € a diluicdo dos soros igual ou superior a 1:100 (BRASIL, 1997; LEVETT,
2001; OIE, 2014).

A prova de Macro Aglutinacdo e de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
com antigenos inativados pelo formol, sdo provas que diagnosticam a leptospirose
na fase aguda da doenca do susceptivel (LEVETT, 2001). A técnica de RIFI pode
ser utilizada para identificar Leptospira spp em tecidos, sangue, urina ou
sedimentos, mas o conjugado de anticorpos fluorescentes atualmente em uso néao é
sorovar-especifico, o que tende a negatividade da prova partir da convalescenca do
animal (BRASIL, 1995; BOLIN, 2003).

A prova de Ensaio de Imunoadsorcao Enzimética (ELISA) foi descrita por
Engval e Perimann (1971), tem como vantagens a existéncia de kits comerciais, ser

de facil execugdo, os reagentes podem ser armazenados por maior periodo de
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tempo sem perderem a reatividade e a capacidade de diferenciar a infecgao ocorrida
no passado com a presente, pois, ha decteccdo de imunoglobilinas especificas da
classe IgM e IgG, contudo, € contra indicada para a identificacdo dos sorogrupos e
das sorovariedades (WHO, 2003; SOUSA, 2012).

3.9 Controle

As acdes de controle da leptospirose devem conter estratégias que
envolvam os fatores ambientais, os reservatdrios e o homem, desta forma, deve
estar relacionada a cadeia de transmissdo do agente, englobando as fontes de
infeccdo com realizacdo de diagnodstico, prevencdo da entrada de animais
portadores, deteccdo e eliminacdo dos mesmos das propriedades, realizacdo de
exames soroldgicos, tratamento e imunoprofilaxia dos susceptiveis (HASHIMOTO,
2012).

Esta condicionado ainda a eliminacdo do excesso de agua livre,
armazenamento dos alimentos para o uso humano e animal em instalacdes que
impecam a entrada e permanéncia de roedores e de outras espécies domesticas,
destino correto do lixo, descarte de materiais em desuso, desratizacdo, realizacéo
de inseminacao artificial através de centrais idéneas, aléem de tomadas de medidas
de biosseguranca (COELHO, 2011; SILVA et al., 2012).

Conforme Leite (2000), a vacinacdo deve ser aplicada aos animais
susceptiveis, na primo-vacinacdo dos animais de producdo, entre trés a quatro
meses de idade, com dose de refor¢co apos trinta dias e com vacinacdes semestrais
ou anuais, de acordo com as condicfes ambientais, levando em consideracao que
guanto maior o risco de exposicdo, menor deve ser o0 intervalo entre as
revacinacoes.

E importante que o programa de vacinacdo deva ser adaptado a
populacdo alvo e que o rebanho seja vacinado antes de sua exposi¢cdo a areas
contaminadas. Os bovinos destinados a reproducdo que necessitam ser
transportados deverdo conter certificagdo quanto a auséncia de sinais clinicos para
leptospirose, conforme preconizado pelo Cdédigo Sanitario para o0s Animais
Terrestres (OIE, 2014).
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A vacinacédo representa em uma propriedade importante medida sanitéria
de controle, induzindo a diminuigdo das prevaléncias de animais soro reagentes no
rebanho. E importante considerar que as vacinas comercializadas no Brasil ndo
abrangem todas as variantes sorologicas. As bacterinas encontradas no mercado
contém as variantes sorolégicas Hardjo, Icterohaemorrhagie, Pomona, Brastilava,
Wolffi e Tarassovi (MOREIRA et al.,, 2010). Higino et al. (2014) abordam que as
bacterinas antileptospirose disponiveis podem proteger os animais contra a doenca,
mas ndo contra a infeccdo. A alternativa mais eficaz é a elaboragdo de vacinas com
sorovariedades especificas que infectam o rebanho prevalente em cada propriedade
ou regiao (FAINE et al., 1999; MOREIRA et al., 2010).

O uso conjugado da SAM como técnica de triagem e posterior exame da
urina por PCR pode ser utilizada como estratégia de controle para a identificacdo de
animais portadores (CARDOSO et al., 2008).

3.10 Tratamento

O tratamento das fontes de infeccdo possui a finalidade de minimizar o
potencial de transmissibilidade, tendo em vista, o bloqueio da eliminacao através da
urina, sémen e secrecdo vaginal. Diante de diversos produtos testados, a
estreptomicina e seus andalogos (diidro), € o medicamento mais indicado. A dose
recomendada usualmente é Unica, na concentracdo de 25mg/Kg de peso vivo,
aplicada por via intramuscular (MOREIRA et al., 2010), porém, a terapia com
diidroestreptomicina é limitada, por ser dispendiosa. Para obtencdo de boa eficacia
h& necessidade de 50 mg/Kg por peso vivo, sendo justificado o seu uso somente em
animais de reproducdo com grande valor zootécnico (FAINE et al.,, 1999; LEITE,
2000).

3.11 Importancia econdmica

As perdas econdmicas causadas pela leptospirose estdo associadas aos
custos diretos, como falhas no desempenho reprodutivo, que implica em
infertilidade, aumento da frequéncia de abortamentos, podendo atingir até 30%,

nascimento de natimortos, atraso no retorno a atividade ovariana pdés-parto,

aumento no periodo de intervalo entre partos, diminuicdo da producdo de bezerros,
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nascimento de crias fracas, bem como, a queda da producao leiteira (FAINE et al.,
1999; AZEVEDO, 2001; RADOSTITS et al., 2002).

Os custos indiretos estdo relacionados as despesas com assisténcia
veterinaria, tanto com animais de producdo, quanto animais domeésticos, vacinas,
exames laboratoriais, implementacdo de programas sanitarios, controle de roedores
em pastos e na obtengdo de equipamentos de protecao individual (EPI's) para as
pessoas que se encontram sujeitas aos riscos (FAINE et al., 1999; AZEVEDO,
2001).

A doenca acarreta grandes prejuizos, principalmente em criacdes de
subsisténcia, onde os criadores sdo dependentes da producdo animal para o
sustento de seus familiares (FAINE et al., 1999). No Brasil, at¢ 0 momento, nao
foram estimados valores financeiros voltados a perdas econdémicas relacionadas a
leptospirose bovina, no entanto, com as perdas diretas e indiretas que a
enfermidade ocasiona, consequentemente, o0s custos sédo elevados pela

manutencao de animais de baixa producéo no rebanho (AZEVEDO, 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O Estado do Maranhéo esta localizado a 05° 05’ 12” latitude Sul e 42° 48’
42" a oeste do Meridiano de Greenwich, com temperatura em torno de 26°C e
precipitacdo pluviométrica de 197 mm (LABMET, 2014). Possui area territorial de
331.937,450 km2. Esté localizado a Noroeste da Regido Nordeste e limita-se ao
Norte com o Oceano Atlantico, Sul e Sudoeste com o Estado do Tocantins, Leste,
Nordeste e Sudeste com o Estado do Piaui e ao Oeste e Noroeste com o Estado do
Para. O Estado contém 217 municipios e uma populagcdo estimada em 6.794.301
habitantes (IBGE, 2013).

De acordo com a Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria do Maranhao
(AGED-MA), o Estado encontra-se dividido em 18 Unidades Regionais/UR’s:
Acailandia, Bacabal, Balsas, Barra do Corda, Caxias, Chapadinha, Codd, Imperatriz,
Itapecuru-Mirim, Pedreiras, Pinheiro, Presidente Dutra, Rosario, Santa Inés, Séo
Jodo dos Patos, Séo Luis, Viana e Zé Doca (ANEXO A).

O delineamento da pesquisa abrangeu o0s principais municipios das
bacias leiteiras pertencentes as Regionais de: Bacabal (Bacabal, Bom Lugar, Lago
Verde, Olho d’Agua das Cunhas, S&do Luis Gonzaga e Vitorino Freire), Pedreiras
(Bernardo do Mearim, Igarapé Grande, Pedreiras, Trizidela do Vale, Lima Campos,
Pocédo de Pedra e Lago da Pedra) e Séao Luis (Sao Luis).

As bacias leiteiras das Regionais de Bacabal e Pedreiras estédo
localizadas na Regido Central do Estado do Maranh&o, enquanto que, as bacias da
Regional de S&o Luis estdo localizadas ao Nordeste do Estado. Foi considerada
bacia leiteira as principais aglomeracdes onde a pecuaria € predominantemente
destinada a producéao de leite. Os municipios de Bacabal e Vitorino Freire; Bernardo
do Mearim e lIgarapé Grande, juntamente com o0 municipio de S&o Luis, sdo
considerados como os principais produtores de leite das Regionais supra citadas.

O critério de selecdo baseou-se nos municipios com a produgao de leite =
1.000 litros/dia, considerada expressiva. Estes municipios, conjuntamente produzem
em média 47.261 litros de leite/dia. Com relacdo aos municipios ndo amostrados
pertencentes as Regionais, deve-se ao fato de que no momento ndo continham

producdo leiteira compativel com o objetivo deste estudo. Esta pesquisa revestiu-se
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de um estudo transversal observacional, realizada no periodo de abril a outubro de
2013. No mapa a seguir, encontram-se as Unidades Regionais de Bacabal,

Pedreiras e S&o Luis, Ma (Figura 1).

REGIONAIS

B sAcheAL
I PEOREIRAS
B sroLuis

0 40 80 160 240 320
Kilometers

Figura 1 - Mapa das Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e Sdo Luis, MA, Brasil,
2014

4.2 Amostragem
A amostragem foi estabelecida conforme preconizado pelo CENTRO

PANAMERICANO DE ZOONOSES (1979), para estudo de estimativa de
prevaléncia. Para determinar o tamanho da amostra foi adotado como valor de
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referéncia a prevaléncia encontrada por Langoni et al. (2000), no Estado de Sao
Paulo, de 38,48%, considerando um erro (d) ndo superior a 12% e um nivel de
confiangca de 95% (z). Para definir o niumero de amostras testadas foi utilizada a

seguinte expressao:

n = ndmero de amostras p= 38, 48%
p= prevaléncia esperada 7= 1,96 (95%)

z= grau de confianca
g ¢ d=12 % de erro, onde:

d= margem de erro

p (100 —p) 72
2
38,48 (100 - 38,48) 1,96

—> Nn= = 426*

5 38,48x12 ) 2
p.d —_
[ ] 100
100

*Foi realizado ajuste estatistico para 420 amostras sanguineas

n

4.3 Selecao dos rebanhos e animais

Foram utilizados os cadastros de propriedades e o numero de rebanho leiteiro
em consonancia com a AGED (2012). Foi considerado um efetivo de 420 fémeas
bovinas com idade = 24 meses, distribuidas em 5 rebanhos, com 6 animais cada,
por municipio; o que resultou em 30 animais por municipio e 70 rebanhos
distribuidos nas trés Regionais. O sorteio realizado foi de forma aleatdria simples e
as amostras selecionadas foram iguais para todos os rebanhos. A distribuicdo dos
rebanhos e o niumero total de amostras, conforme as UR’s € municipios encontram-

se distribuidos na (Tabela 1).
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Tabela 1 - Distribuicdo das Unidades Regionais com seus respectivos municipios,
ndmero de rebanhos e amostras, Maranh&o, Brasil, 2014

Unidades Municipios N° de Rebanhos N°de Amostras
Regionais
Bacabal 5 30
Bom Lugar 5 30
BACABAL Lago Verde 5 30
Olho d’ Agua das Cunhas 5 30
Sao Luis Gonzaga 5 30
Vitorino Freire 5 30
Bernardo do Mearim 5 30
Igarapé Grande 5 30
Lago da Pedra 5 30
PEDREIRAS Lima Campos 5 30
Pedreiras 5 30
Pocéao de Pedras 5 30
Trizidela do Vale 5 30
SAO LUIS S&o Luis 5 30
TOTAL 70 420

Fonte: Elaborada pela autora

4.4 Colheita das amostras

As amostras de soro foram colhidas nos meses de maio e junho de 2013.
No momento da colheita o proprietario/responsavel foi informado sobre a
importancia da enfermidade com relacdo aos riscos para satude animal e humana e,
guanto as perdas econdmicas; 0 mesmo ao concordar em participar da pesquisa
assinava o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A). A cada
colheita era utilizado um formulario, contendo informac6es sobre o nome, sexo,
idade, raca e pelagem dos animais, além da Unidade Regional, municipio,
proprietario, propriedade, data da coleta e sequéncia das amostras (APENDICE B).
O sangue foi colhido por puncédo da veia jugular, apés limpeza e desinfec¢do da area
com alcool-iodado. Foram utilizadas agulhas descartaveis (25x8mm) e tubos (10 mL)

com sistema de vacuo (vacutainer), esterilizados e contendo gel separador. O
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material sorologico foi encaminhado em caixas isotérmicas com gelo reutilizavel para
o Laboratério de Doengas Infecciosas do Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), onde o soro foi separado do sangue
total por centrifugacdo a 2.500 G por cinco minutos. As aliquotas de soro obtidas
foram transferidas com pipeta Pasteur para tubos tipo Eppendorf®, com capacidade
de 2,0 mL, identificados com o numero do animal e cédigo da propriedade, e,
mantidas a temperatura de -20°C até a realiza¢do do teste de SAM.

4.5 Aplicacao do questionario epidemiolégico

Em cada propriedade estudada foi aplicado questionario epidemiolégico
(APENDICE C), com o objetivo de avaliar potenciais fatores de riscos associados a
leptospirose nos rebanhos estudados. Foram analisadas as seguintes variaveis:
existéncia de bubalinos, ovinos, caprinos, equinos, suinos, aves, cédes e gatos;
aquisicdo e procedéncia de animais; realizacdo de quarentena; quantidade de
nascimentos de bezerros ao ano e apresentagdo dos mesmos ao nascer; ocorréncia
de abortamentos nos ultimos 12 meses; destino dos animais que abortaram; idade
gue a fémea foi coberta pela primeira vez; utilizacdo de inseminacdo artificial;
utilizacédo de piquetes maternidade; destinacdo dos fetos abortados e seus anexos;
aquisicdo de animais com a finalidade para reproducao; alimentacdo dos animais
fora da propriedade; presenca de roedores ou outras espécies que circulam no
ambiente de alimentacdo ou no armazenamento de racdo; existéncia de areas
alagadicas; aluguel de pasto; principal fonte de agua; assisténcia veterinaria;
conhecimento do criador em relacéo as doencas da esfera reprodutiva e realizacdo

de vacinacéao contra leptospirose.

4.6 Georreferenciamento dos dados e das propriedades

Para o georreferenciamento dos dados e das propriedades, utilizou-se
aparelho de navegacdo GPS (Posicionamento Global por Satélite) da marca
Garmin® com acuracia de aproximadamente dois metros, para tomada de
coordenadas geograficas dos municipios e das propriedades amostradas. Cada
endereco foi localizado em um ponto no espaco e identificado de acordo com as

informacgBes do banco de dados de propriedades da AGED/MA, contendo o cédigo
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da propriedade com onze digitos (sete digitos correspondiam ao cédigo do municipio
no IBGE e quatro digitos referentes aos cédigos da propriedade: nome, municipio,
namero total e sequéncia de numeracdo das amostras). Para a confeccdo dos

mapas tematicos e mapeamento dos focos utilizou-se o software Arc Gis.

4.7 Técnica Soroldgica

A técnica sorolégica utilizada foi a de Soroaglutinacdo Microscopica
(SAM), descrita por Galton et al. (1965) e Cole et al. (1973), recomendada pela WHO
(1967) e OIE (2010). Foram utilizados antigenos vivos compostos por 24 sorovares
do complexo Leptospira spp, provenientes do banco do Laboratério de Diagndstico
de Doencas Infecciosas da Universidade Estadual do Maranh&do (UEMA), listados na
(Tabela 2).

Tabela 2 - Colecdo de antigenos do complexo Leptospira spp de referéncia
utilizados na prova de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM), segundo espécie,
sorogrupo e sorovar, 2014

Espécie Sorogrupo Sorovar
L. interrogans Sejroe Hardjo; Wolffi
L. interrogans Pomona Pomona
L. interrogans Australis Australis; Brastilava
L. interrogans Autumnalis Autumnalis
L. interrogans Heddomadis Hebdomadis
L. interrogans Canicola Canicola
L. interrogans Djasiman Sentot
L. interrogans Icterohaemorrhagiae =~ Copenhageni; Icterohaemorrhagiae
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes
L. interrogans Cynopteri Cynopteri
L. borgpetersenii  Ballum Butembo; Castellonis
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Tabela 2 - Colecdo de antigenos do complexo Leptospira spp de referéncia
utilizados na prova de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), segundo espécie,
sorogrupo e sorovar, 2014 (continuagao)

L. borgpetersenii ~ Javanica Javanica

L. borgpetersenii ~ Tarassovi Tarassovi

L. borgpetersenii  Calledoni Whitcombi
L.kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa
L. noguchi Panama Panama

L. santarosai Bataviae Bataviae

L. santarosai Shermani Shermani

L. biflexa Semaranga Patoc

L. biflexa Andamana Andamana

Fonte: WHO, 1967; OIE, 2010

4.8 Preparo do antigeno

O antigeno foi preparado utilizando-se culturas vivas de 24 variantes
sorologicas de Leptospira interrogans mantidas em meios semi-solido de
FLETCHER (1928) e meio liquido EMJH (DIFCO®-USA), suplementados com 10%
de soro de coelho estéril, filtrado em membrana Millipore de 45 um para retencéo de
residuos que poderiam estar contidos no soro. A metodologia adotada foi modificada
por Santos (2013), sendo os dois meios preparados, esterilizados e posteriormente
transferidos para 24 tubos de ensaio e adicionados o meio de FLETCHER e aos
outros 24 tubos foram adicionados o meio de EMJH (DIFCO®-USA).
Sequencialmente os tubos foram incubados em estufa bacteriol6gica a temperatura
de 28° a 30°C durante 7 a 14 dias. Os in6culos foram repicados semanalmente em
novos tubos contento os dois meios. Como parte do protocolo laboratorial, todas as
culturas eram examinadas ao microscopico de campo escuro antes de iniciar a
técnica, como o propésito de averiguar o grau de pureza, motilidade, possivel auto-

aglutinacao e contaminacao.
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4.9 Realizacéo e interpretacdo da Técnica de SAM

Inicialmente cada amostra de soro foi diluida a 1: 50 (0,1mL de soro
testado + 0,4mL de solugédo tamponada de Sorensen com pH 7,2). Desta diluicéo foi
retirada, com um pipetador automético, 50uL que foram distribuidas em placas de
porcelana escavada. Em seguida foi adicionado 50uL de cada antigeno
correspondente, de acordo com a numeracdo das placas (soro testado x antigeno),
obtendo-se uma diluicdo de 1:100. Cada amostra soroldgica foi testada frente a
bateria antigénica de 24 sorovares do complexo Leptospira spp. A seguir, as
diluicdes de 1:100 eram transferidas das placas para laminas de fundo fosco, para
visualizacdo das reacdes de aglutinacdo no microscopico de campo escuro, com
lente objetiva de 10 x 0,20 e ocular de 10 x100. As amostras positivas ao titulo inicial
(triagem) foram novamente testadas para definir o titulo de anticorpos para cada
sorovar, utilizando diluicbes crescentes de 1:100 até a 1:800. As amostras
reagentes a 1:100 (com 3 +++) foram retestadas para confirmacéo da titulacao final
de aglutininas anti-Leptospira spp, efetuando-se as diluicbes em escalas
geomeétricas de razdo de dois da solucdo tamponada de Sorensen acrescida de
50uL do antigeno reagente. Os titulos das reacOes positivas foram considerados
reciprocos, quando 50% ou mais das Leptospiras apresentavam aglutinacdo por
campo microscopico, na diluicdo de 1:100.

Para interpretacdo da prova de SAM foi considerado reacdo positiva a
presenca de aglutininas anti-Leptospira spp has amostras com aglutinacao
microscopica igual ou superior a 50 em relacéo ao controle positivo. Apés a leitura o
grau de aglutinacdo seguia o seguinte critério: 1 + (menos de 50% de Leptospira
aglutinada), 2 + (cerca de 51% a 74% de aglutinacdes) e 3 + (75 a 100% de
aglutinacdes). Foram entdo consideradas positivas as amostras examinadas com
titulo igual ou superior a 1:100, com 50% de aglutinacdo ou desaparecimento das

células do campo, em microscopia de campo escuro.
4.10 Anélise dos dados
As informacdes dos questionarios, assim como o resultado da sorologia,

foram armazenadas em um banco de dados com utilizacdo do programa Microsoft

Access®. A propriedade foi considerada positiva (foco) para a presenca de
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Leptospira spp quando apresentasse pelo menos um animal reagente. Para avaliar a
associacao entre a soro positividade e as varidveis estudadas realizou-se a analise
univariada. Foi utilizado o teste Exato de Fisher ou o teste Qui-quadrado de
Independéncia. O nivel de significaAncia utilizado foi de 5% (P<0,05). Foram
estimadas razbes de probabilidades Odds Rattio (OR), com intervalos de
confiabilidade de 95%. Os Programas Estatisticos utilizados foram o Instat 2.0,

versédo 2003 e o Eplnfo, versdo 2007.
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5 RESULTADOS

Do total de amostras analisadas, 70 para rebanhos e 420 para animais,
provenientes das bacias leiteiras das Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e
Sao Luis todas (100%) foram reagentes para um dos 24 sorovares da cole¢cdo de

antigenos anti-Leptospira spp (Tabela 3).

Tabela 3- Frequéncia de aglutininas anti-Leptospira spp identificadas em rebanhos
e animais das bacias leiteiras das Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e
Sao Luis, Maranhdo, Brasil, 2014

Unidades Municipios Rebanhos reagentes Animais
Regionais reagentes
N % N %
Bacabal 5 100 30 100
Bom Lugar 5 100 30 100
Bacabal Lago Verde 5 100 30 100
Olho d’ Agua das 5 100 30 100
Cunhas
Sao Luis Gonzaga 5 100 30 100
Vitorino Freire 5 100 30 100
Bernardo do Mearim 5 100 30 100
Igarapé Grande 5 100 30 100
Lago da Pedra 5 100 30 100
Pedreiras Lima Campos 5 100 30 100
Pedreiras 5 100 30 100
Pocédo de Pedras 5 100 30 100
Trizidela do Vale 5 100 30 100
Sao Luis Sao Luis 5 100 30 100
Total 70 100 420 100

Fonte: Elaborada pela autora

O mapeamento dos rebanhos focos da infeccdo por Leptospira spp nas

trés Unidades Regionais avaliadas esta evidenciado nos mapas (Figuras 2, 3 e 4).
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As areas vazias nos demais municipios pertencentes as Regionais, significa a

inexisténcia de rebanhos amostrados neste estudo.

Legenda
\ ¢ FOCOS REBANHOS I 8o Lugar
3

- Vitorino Freire - Bacabal

0285 115 2 ; : : A

e Kilometros - Olho d'Agua das Cunhés - Altamira do Maranhéo
- $éo Luis Gonzaga do Maranhéo - Brejo de Areia
I Lago verde || Conceigao do Lago-Aqu

0459 18 27 36
R Kilometros

Figura 2 - Distribuicéo espacial de focos de leptospirose em rebanhos bovinos leiteiros da
Unidade Regional de Bacabal, MA, Brasil, 2014
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- Lago da Pedra - Lago do Junco

|garapé Grande - Lago dos Rodrigues

I 5emnardo do Mearim Lagoa Grande do Maranhao

I Pogio de Pedras | Marajado Sena
| Trizideladovale I Paulo Ramos
B Pedreiras I sé0 Raimundo do Doca Bezerra

- Lima Campos - S&o Roberto

0459 18 27 36
o Kilometros

Figura 3- Distribuicéo espacial de focos de leptospirose em rebanhos bovinos leiteiros da
Unidade Regional de Pedreiras, MA, Brasil, 2014
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Legenda
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I Acintara I séo José de Ribamar

- Paco do Lumiar - S&o Luis

0% 6912
oo Kilometros

Figura 4- Distribuicéo espacial de focos de leptospirose em rebanhos bovinos leiteiros da
Unidade Regional de Sao Luis, MA, Brasil, 2014

Dos 24 sorovares pesquisados através da técnica SAM em fémeas
bovinas das Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e S&o Luis, os mais
frequentes foram: Patoc 410/420 (97%), Castellonis 351/420 (84%), Hardjo 347/420
(83%), Hebdomadis 335/420 (80%), Wolffi 330/420 (79%), Sentot 328/420 (78%),
Autumnalis 321/420 (76%), Butembo 322/420 (76%), Brastilava 298/420 (71%),
Icterohemorragiae 300/420 (71%), Pomona 286/420 (69%) e Andamana 286/420
(68%), demonstrados na (Tabela 4).
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Tabela 4- Frequéncia de sorovares anti-Leptospira spp diagnosticados em fémeas
bovinas das bacias leiteiras das Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e Sao
Luis, Maranhao, Brasil, 2014

Sorovares N° de Animais Reagentes
n %

Patoc 420 410 97
Castellonis 420 351 84
Hardjo 420 347 83
Hebdomadis 420 335 80
Wolffi 420 334 80
Sentot 420 328 78
Autumnalis 420 321 76
Butembo 420 322 76
Brastilava 420 298 71
Icterohemorragiae 420 300 71
Pomona 420 296 70
Andamana 420 286 68
Copenhageni 420 267 64
Grippotyphosa 420 249 59
Pyrogenes 420 232 55
Shermani 420 226 54
Panama 420 202 49
Javanica 420 185 44
Canicola 420 182 43
Australlis 420 153 36
Cynopteri 420 149 35
Tarassovi 420 145 35
Whitcombi 420 125 30
Bataviae 420 118 28

Fonte: Elaborada pela autora

Foram realizadas diluicdes decimais sucessivas do soro até 1:800 com a

finalidade de inferir a severidade da infecgéo (Tabela 5).
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Tabela 5- Titulos aglutinantes anti-Leptospira observados em soro sanguineo de
fémeas bovinas das bacias leiteiras da Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e

Sao Luis, Maranhéo, Brasil, 2014

Sorovares Diluicdes

1:200 % 1:400 % 1:800 %
Australlis 06 4 02 1 02 1
Brastilava 09 3 06 2 05 2
Autumnalis 11 3 09 3 05 2
Butembo 15 5 12 4 12 4
Castellonis 32 9 28 8 21 6
Bataviae 02 2 00 00 00 00
Canicola 05 3 04 2 03 2
Sentot 45 14 41 12 29 9
Whitcombi 03 2 02 2 01 1
Cynopteri 03 2 01 0,7 01 0,7
Grippotyphosa 07 3 04 2 04 2
Hebdomadis 19 6 13 4 11 3
Compenhageni 08 3 05 2 03 1
Icterohemorragiae 17 6 11 4 06 2
Javanica 02 1 02 1 02 1
Panama 05 2 04 1 01 0,5
Pomona 12 4 10 4 08 3
Pyrogenes 12 5 08 3 04 2
Hardjo 35 10 26 7 21 6
Wolffi 31 9 21 6 17 5
Shermani 04 2 02 1 01 0,4
Taransovi 03 2 02 1 01 0,7
Adamanda 18 6 09 3 08 3
Patoc 108 26 83 20 63 15
Total 412 132 305 93,7 212 76,3

As avaliacbes das amostras por rebanhos nas bacias leiteiras das

Regionais de Bacabal e Pedreiras demonstrou maior frequéncia para o sorovar
Hardjo com 16/30 (53,33%) e 14/35 (40%), respectivamente. O sorovar Wolffi

predominou na bacia leiteira da Regional de Pedreiras, com18/35 (51%), seguido de

Bacabal com 14/30 (47%). Com relacdo ao sorovar Pomona, a frequéncia observada
na Regional de Bacabal foi de 13/30 (43%) e de 4/35 (11%) para Pedreiras. Na
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Regional de Sao Luis ndo houve animal reagente aos sorovares Wolffi e Pomona
(Tabela 6).

Tabela 6- Frequéncia dos sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona identificados em
rebanhos leiteiros, das bacias das Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e Sao
Luis, Maranh&o, Brasil, 2014

Unidades Hardjo Wolffi Pomona
Regionais N° de Rebanhos n % n % n %
Bacabal 30 16 53 14 47" 13 43*%
Pedreiras 35 14 40 18 51* 4 11*
S&o Luis 5 1 20 0 0o 0 o
Total 70 31 44 32 46 17 24

e Valores seguidos de letras minuUsculas iguais ha mesma linha nao diferem estatisticamente
(Qui-quadrado; P>0,05);

e Valores seguidos de letras mailscula iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente
(Qui-quadrado; P>0,05).

Das amostras de soros dos animais das bacias leiteiras das Regionais
estudadas, observou-se que os sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona tiveram maior
frequéncia na Regional de Pedreiras com 185/210 (88%), 178/210 (85%) e 156/210
(74%), respectivamente. Na Regional de Sdo Luis a frequéncia para o sorovar
Hardjo foi de 26/30 (87%), Wolffi 22/30 (73%) e Pomona 16/30 (53%), na Regional
de Bacabal o sorovar Hardjo foi encontrado com o percentual de 136/180 (76%),
Wolffi 130/180 (72%) e Pomona de 114/180 (63%), conforme (Tabela 7).
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Tabela 7- Frequéncia dos sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona em fémeas bovinas,
das bacias leiteiras, das Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e S&o Luis,
Maranhéo, Brasil, 2014

Unidades N°de Animais Hardjo Wolffi Pomona

Regionais n % n % n %
Bacabal 180 136  76* 130 72* 114  63*
Pedreiras 210 185 8% 178 85 156 74*
S&o Luis 30 26 87 22 73 16 53

Total 420 347 83 330 79 286 68

e Valores seguidos de letras minUsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente
(Qui-quadrado; P>0,05);

e Valores seguidos de letras mailscula iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente
(Qui-quadrado; P>0,05).

Quanto a frequéncia encontrada nos rebanhos das bacias leiteiras, por
municipios das Regionais, observou-se que os municipios de Olho d' Agua das
Cunhas, Bom Lugar e Bacabal apresentaram (80%) de rebanhos positivos ao
sorovar Hardjo, enquanto Lago da Pedra, Igarapé Grande e Bernardo do Mearim a
frequéncia obtida foi (60%) e Sao Luis de (20%). O sorovar Wolffi foi observado nos
rebanhos do municipio de Bom Lugar, com frequéncia de (80%). Esta variante
soroldgica foi encontrada com frequéncia de (60%) em Olho d’ Agua das Cunhas,
Bacabal, Lago da Pedra, Igarapé Grande, Bernardo do Mearim e Trizidela do Vale.
Ja a sorovariedade Pomona foi encontrada em (80%) dos rebanhos nos municipios
de Vitorino Freire e em (40%) em Olho d’ Agua das Cunhas, Lago Verde, Bom Lugar
e Bacabal. Houve (20%) de rebanhos reagentes a este sorovar em S&o Luis
Gonzaga, Lago da Pedra, lgarapé Grande, Bernardo do Mearim e Pocao de Pedras.
N&o foi detectado o sorovar Hardjo em rebanhos bovinos das bacias leiteiras dos
municipios de Vitorino Freire e Lima Campos, assim como o sorovar Wolffi ndo foi
encontrado nos rebanhos de Vitorino Freire e Sdo Luis e, a variante soroldgica
Pomona néao foi diagnosticada em rebanhos leiteiros de Trizidela do Vale, Pedreiras,

Lima Campos e Séo Luis (Tabela 8).
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Tabela 8- Frequéncia dos sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona diagnosticados no
exame de Leptospirose realizado em rebanhos bovinos, das bacias leiteiras, por
municipio, das Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e Sao Luis, Maranhéo,

Brasil, 2014
Unidades NC de Hardjo Wolffi Pomona
Regionais Municipios Rebanhos n % % n %
Vitorino Freire 5 0 0 0 0 4 80
Olho d’ Agua das

Cunhés 5 4 80 3 60 2 40

Bacabal Lago Verde 5 2 40 2 40 2 40
Sao Luis Gonzaga 5 2 40 2 40 1 20

Bom Lugar 5 4 80 4 80 2 40

Bacabal 5 4 80 3 60 2 40
Subtotal 30 16 53 14 47 13 43
Lago da Pedra 5 3 60 3 60 1 20

Igarapé Grande 5 3 60 3 60 1 20

Bernardo do Mearim 5 3 60 3 60 1 20

Pedreiras Pocéo de Pedras 5 2 40 2 40 1 20

Trizidela do Vale 5 2 40 3 60 0
Pedreiras 5 1 20 2 40 0

Lima Campos 5 0 0 2 40 0 0

Subtotal 35 14 40 18 51 4 11
Séo Luis 5 1 20 0 0 20

Subtotal 5 1 20 0 0 0
Total 70 31 44 32 46 17 24

Analisando o resultado da SAM para diagndéstico de leptospirose nas 420

fémeas bovinas examinadas nas trés Regionais estudadas, por municipio verificou-

se gue o sorovar Hardjo foi o mais frequente (83%), seguido de Wolffi (79%) e

Pomona (68%). Em todos os 14 municipios amostrados foram detectados animais

reagentes a estes sorovares, sendo o municipio de Olho d’Agua das Cunhs o que

apresentou o maior percentual de amostras reagentes (100%) para o sorovar

Hardjo, seguido dos municipios de Pedreiras e Trizidela do Vale (97%) e do

municipio de Sao Luis (87%). Para o sorovar Wolffi os municipios de Bom Lugar,

Bernardo do Mearim, Lago da Pedra e Olho d’Agua das Cunhas obtiveram maior
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frequéncia (90%), seguido do municipio de S&o Luis (73%). O estudo também
evidenciou significativa frequéncia para o sorovar Pomona nas amostras analisadas
dos municipios de Vitorino Freire, Bernardo do Mearim e Pedreiras (87%), Sao Luis
(53%) e com menor frequéncia, Sao Luis Gonzaga (23%), conforme demonstrados
na (Tabela 9).

Tabela 9- Frequéncia dos sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona diagnosticados no
exame de Leptospirose realizado em fémeas bovinas, das bacias leiteiras, por
municipio das Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e S&o Luis, Maranhao,
Brasil, 2014

Unidades Municipios N° de Hardjo Wolffi Pomona

Regionais Animais
n % n % n %
Bacabal 30 23 77 21 70 21 70
Bom Lugar 30 25 83 27 90 23 77
Lago Verde 30 26 87 22 73 18 60
Bacabal Olho d’ Agua 30 30 100 27 90 19 63

Cunhas
Séo Luis 30 23 77 16 53 7 23
Gonzaga
Vitorino Freire 30 9 30 17 57 26 87
Subtotal 180 136 76 130 72 114 63
Bernardo do 30 28 93 27 90 26 87
Mearim

Igarapé Grande 30 26 87 22 73 12 40
Pedreiras  Lago da Pedra 30 28 93 27 90 20 67
Lima Campos 30 21 70 25 83 23 77
Pedreiras 30 29 97 28 93 26 87
Pocéo de Pedras 30 24 80 24 80 25 83
Trizidela do Vale 30 29 97 25 83 24 80
Subtotal 210 185 88 178 85 156 74
Séo Luis Sao Luis 30 26 87 22 73 16 53
Subtotal 30 26 87 22 73 16 53
Total 420 347 83 330 79 286 68

Fonte: Elaboracdo da autora

Ao analisar as possiveis variaveis de riscos para a ocorréncia da infec¢cao
por leptospirose, frente ao teste estatistico univariado, este demonstrou que a

realizacdo de inseminacdo artificial no rebanho, criagdo conjunta de caprinos,
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ovinos, equinos e caninos nas propriedades e taxa de natalidade de bezerros maior
no periodo seco apresentou associacdo estatistica significativa (P<0,05) aos fatores
de risco (Tabela 10).

Tabela 10- Andlise univariada dos fatores de riscos associados a infeccdo pelos
sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona, em rebanhos bovinos, das bacias leiteiras, das
Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e Sao Luis, Maranhdo, Brasil, 2014
(Continua...)

Anélise Univariada

Variaveis Descricao N&o OR *P-
Reag. (%) (%)
reag. (IC-95%) valor
Realiza Sim 44 10 40 1 0, 9197
0,8068
guarentena Nao 183 44 153 36 (0,5696- 1,485)
Assisténcia Sim 84 20 54 13 1.491
. 0,0613
Veterinaria Nao 110 26 106 25 (0,9853-2,255)
Sim 109 28 95 23 0,5800
Aluguel de pasto . 0,0911
Nao 62 26 88 49 (0,3123-1,077)
Presenca de areas Sim 183 44 147 35 1,087
alagadas na Nao 48 11 42 10 0,7218
, (0,6824- 1,739)
propriedade
Realiza Sim 37 9 17 4 2,038
inseminagao . 0,0276*
o Nao 189 44 177 42 (1,108-3,751)
artificial
Destino dos fetos  Enterra 61 15 65 15 0,6657
abortados e Ndo faz 0,0684
172 41 122 24 (0,4376- 1,013)
placenta nada
Abortamento nos  Sim 81 19 69 16 0,9677 0.9168
Gltimos 12 meses  Nao 148 35 122 29 (0,6482-1,445) '
Contato de . 98 23 94 22 10,8591
roedores e animais Sim
silvestres com 0,4922
. ~ 125 30 103 25 (0,5846-1.262)
alimentacao dos NETS

bovinos
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Tabela 10- Andlise univariada dos fatores de riscos associados a infeccdo pelos
sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona, em rebanhos bovinos, das bacias leiteiras, das
Unidades Regionais de Bacabal, Pedreiras e Sao Luis, Maranhdo, Brasil, 2014

(...Concluséo)
Vacinacgéo contra  Sim

leptospirose Nao
Presenca de Sim
caprinos, ovinos,

equinos e caninos  N3o

na fazenda

Periodo com maior Seco
taxa de natalidade Chuvoso
de bezerros

Presenca de Sim

piquete paricéo Nao

43
183

192

34

131

119

175
50

10
44

46

31

28

14
14

41
153

180

14

67

103

137
58

10
36

43

25

16

33
14

0,8768
0,6256
(0,5432 -1,415)
0,4392
0,0136*
(0,2282-0,8455)
1,692
0,0097*

(1,140 -2,513)

1,482
(0,9548-2,300) 0:0931

IC (Intervalo de Confianca): 95%; OR: Odds Rattio; *P<0,05
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6 DISCUSSAO

A frequéncia de aglutininas anti-Leptospira spp encontrada nas bacias
leiteiras das Regionais de Bacabal, Pedreiras e S&o Luis foi elevada, tanto para
rebanhos como para animais, dado este que reveste-se de elevada importancia,
considerando que a leptospirose é uma doenca que causa inumeras perdas para a
pecuéria, tanto de ordem sanitaria como econdmica, além de causar sérios agravos
a saude publica. As razfes dessa alta prevaléncia e distribuicdo de Leptospira spp
nas areas amostradas podem estar relacionadas ao tipo de exploracao e ao sistema
de criacdo semi-intensivo dos animais.

A leptospirose em rebanhos bovinos leiteiros pode estar relacionada a
densidade animal, pois 0os animais convivem mais aglomerados, logo mais expostos,
direta ou indiretamente ao micro-organismo ou a presenca do agente etioldgico no
ambiente em condi¢cdes climaticas satisfatorias, principalmente temperatura e
umidade. De acordo com Thrusfield (2007), a aglomeracdo de animais favorece a
disseminacao de doencas para o0s suscetiveis no interior das populacdes, na medida
em que o0 numero de animais e o tempo de exposi¢cao aumentam.

A alta frequéncia obtida neste estudo, em relacdo ao sorovar Patoc, pode
estar associada a presenca de roedores e animais silvestres no ambiente. Conforme
Cubas et al. (2007), a constante presenca dessas espécies em areas rurais atuam
como importantes reservatorios.

Outro aspecto importante, sdo as alteracdes desordenadas do sistema
ecolégico devido as acdes antropicas, o que condiciona na mudanca de
comportamento dos animais em busca de outros ecossistemas, tal fato, possibilita a
disseminacdo das leptospiras até o alcance de novos hospedeiros e/ou
reservatorios, inclusive o homem. Genovéz (2009), cita que na zona rural, as
peculiaridades do habitat e a presenca de animais silvestres possuem relevancia na
transmissao da leptospirose frente as criacfes de animais de producéo.

Além do sorovar Patoc, variantes sorologicas encontradas neste estudo
como Shermani, Grippotyphosa, Hebdomadis, Tarassovi, Autumnalis, Pyrogenes,
Copenhageni, Australis, Canicola, Castellonis, Icterohaemorrhagiae, Panama, Sentot
e Andamana remetem, também, a suspeita da existéncia de animais selvagens de
vida livre nas propriedades. Silva et al. (2010), em S&o Paulo, ao pesquisarem

anticorpos anti-Leptospira spp em animais domeésticos e silvestres constataram que,
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gambés (Didelphis albiventris) e cervideos podem ser reservatorios das
sorovariedades Patoc, Autumnalis, Icterohaemorrhagiae, Andamana e Canicola para
animais domésticos como bovinos, caprinos, ovinos, suinos, equinos e caes. Estas
sorovariedades encontradas sdo acidentais e suas descricbes estdo associadas a
animais silvestres, que de acordo com Santa Rosa et al. (1975;1980), levantam a
suspeita do envolvimento dessas espécies da fauna selvagem como reservatoérios
dessas sorovariedades para os bovinos.

O sorovar Copenhageni também foi encontrado neste estudo, porém, com
frequéncia bem superior a obtida por Pimentel et al. (2009), em Aracaju/SE, de 4/32
(12,5%) ao diagnosticar leptospirose em mamiferos neotropicais, como macacos-
prego (Cebus libidino6sus), macacos-prego-do-peito-amarelo (Cebus
xanthosternus), oncgas-sucuaranas (Puma concolor), onca-pintada (Panthera onca),
raposa (Cerdocyon thous), guaxinins (Procyon cancrivorus) e quatis (Nasua nasua),
o0 que reforca a participacdo dos animais selvagens como reservatorios ou
portadores de zoonoses na natureza e, que podem estar presentes em areas rurais
(ACHA; SZYFRES, 2003).

Diversos estudos epidemioldgicos realizados no Brasil demonstram a
importancia de animais domeésticos e silvestres na cadeia epidemiologica de
transmissao da leptospirose. Paixdo et al. (2011), em S&o Paulo, encontraram 14/14
(100%) de animais soro positivos para Australlis, (86%) para Autumnalis, (66%) para
Shermani, (44%) para Sentot, (55%) para Cynopteri, Butembo, Grippotyphosa,
Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Patoc e Canicola, e (22,2%) paraTarassovi.

Rolim et al. (2013), em Pernambuco, detectaram 55/412 (13,3%) bovinos
reagentes, destes (10,9%) e (9,1%) foram soro positivos as variantes Hebdomadis e
Grippotyphosa, respectivamente. Para Vasconcellos (1997), estes sorovares Sao
importantes para o rebanho bovino leiteiro por ocasionarem mastite.

Destaca-se neste estudo a importancia da variante soroldgica
Icterohaemorrhagiae. Comprovou-se que (90%) dos ordenhadores estdo expostos a
um ambiente insalubre no momento da ordenha, com presenca de fezes, urina e
areas lamacentas. Este sorovar tem relevancia para a Saude Publica, principalmente
se 0 ambiente estiver contaminado com urina de animais infectados (SILVA et al.,
2012).

Quanto as sorovariedades Hardjo, Wolffi e Pomona suas ocorréncias

indicam que, possivelmente os rebanhos bovinos apresentam resposta imunoldgica
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ativa a leptospirose. Esses sorovares séo reconhecidos como patogénicos para esta
espécie, por ocasionarem transtornos reprodutivos e, segundo Almeida (1999), sao
0s sorovares mais frequentes encontrados nas Américas. A variante soroldgica
Hardjo tem sido considerada mundialmente a maior causadora de abortos nos
bovinos, cuja principal forma de transmisséo € o contato direto entre os animais e, a
sua disseminacéao independe de regido ou de fatores climéticos (BOLIN; ALT, 1999;
ARAUJO et al., 2005).

Referente a frequéncia elevada para os sorovares Hardjo, Wolffi e
Pomona nos rebanhos e animais das bacias leiteiras das Regionais de Bacabal e
Pedreiras, possivelmente seja devido ao tipo de exploragdo, onde predomina o
sistema de criacdo semi-intensivo. Langoni et al. (2000) relataram que animais de
producdo leiteira apresentam 1,9 vezes mais reagentes positivos quando
comparados aos destinados a producdo de carne. Tais registros explicam-se em
razao de que rebanhos criados muito proximos uns dos outros aumenta em grande
parte o contato com animais infectados, o que possibilita uma menor protecéo e
maior disseminacdo do agente etiolégico no ambiente (ELLIS, 1994; FAINE, 1999;
TOMICH, 2007).

Outro fator relevante que pode ter contribuido para tais frequéncias
elevadas foi a aquisicdo de bovinos com a finalidade para reproducdo e reposicao
de matrizes, 0 que ocorre habitualmente nestas regides, tendo em vista que a
compra de animais pode representar fator de risco para a introducdo da enfermidade
nos rebanhos. A obtencéo ocorre, inclusive sem documentac&do zoosanitaria, como o
atestado de vacinacéo e exame laboratorial referente a leptospirose. Enfatiza-se que
o acompanhamento do estado de higidez dos animais é imprescindivel, para que
medidas sanitarias possam ser adotadas permitindo o rastreamento e a eliminagéo
de rebanhos e animais soro reagentes.

Foi observado ainda, que (95%) dos proprietarios ndo separavam 0S
animais que abortaram, bem como, o0 material resultante de abortamento,
permanecendo 0os mesmos no plantel. Este procedimento incorreto de manejo
aumenta o potencial de exposicdo a Leptospira spp e consequentemente eleva a
frequéncia da doenca nos rebanhos.

Observou-se também que ha comercializacdo de sémen de reprodutores
sem o controle higiénicossanitario. Conforme Costa et al. (1998) e Radostits et al.

(2002) essa conduta possibilita a transmissdo do agente por meio do sémen
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proveniente de touro infectado, embora o sémen contenha antibiético, o glicerol e
armazenamento em nitrogénio liquido contribuem para a conservacao da bactéria.

Destaca-se que as Regionais de Bacabal e Pedreiras localizam-se
geograficamente na regido Central do Estado havendo, portanto, maior possibilidade
de movimentacdo de animais com a divisa entre os Estados do Para, Piaui e
Tocantins. Levantamentos soro epidemioldgicos realizados por Chiebao (2010), no
Estado do Para, apresentaram frequéncia para rebanhos e animais de 169/171
(98,8%) e 2.208/3.371 (65,5%), respectivamente; ja Mineiro et al. (2007), no Estado
do Piaui obtiveram 16/16 (100%) para rebanhos e Mineiro et al. (2010), na bacia
leiteira de Parnaiba/P| diagnosticaram leptospirose em 15/18 (83,33%) dos animais.
Também Araujo (2010), em Aragominas/TO, obteve percentuais de 189/247 (76,5%)
para animais.

De acordo com WHO (2003), a aquisicéo e transito de animais contribuem
como fonte permanente de infeccdo aos susceptiveis, assim como aglomeracdes de
animais em exposicoes, leildes e vaquejadas podem predispor a infeccdo por
Leptospira spp, eventos muito comuns nas Regionais estudadas.

As frequéncias elevadas encontradas podem ainda estar atribuidas a
idade das fémeas, pois quanto maior a idade do animal, maiores sdo as chances de
exposicdo ao agente, sobretudo na idade reprodutiva. Na idade adulta os animais
estdo no apice das suas atividades produtivas e reprodutivas, portanto, o risco é
maior (ALONSO-ANDICOBERRY et al., 2001; HIGINO et al., 2014).

A populacdo amostrada poderia estar com o0 sistema imunoldgico
comprometido por diversos fatores, como, desequilibrio nutricional ou apos
abortamento, o que demonstra frequéncias altas dos sorovares identificados.
Animais com baixa imunidade encontram-se mais predispostos a aquisicdo de
enfermidades (ALONSO-ANDICOBERRY et al., 2001).

Na Regional de Sao Luis, a frequéncia encontrada nos rebanhos bovinos,
para o sorovar Hardjo, foi inferior em relagéo as Regionais supra citadas, o que pode
estar relacionado ao menor transito de animais e o namero inferior de amostras
analisadas. No entanto, foi considerada frequéncia elevada para animais, 0 que
pode estar associado a presenca dos mesmos nas propriedades com a forma
assintomatica da doenca. A auséncia de sinais clinicos evidencia a importancia de

animais assintomaticos na epidemiologia da leptospirose, pois, mesmo sem
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apresentarem indicios, sdo portadores e podem eliminar o agente por tempo
indeterminado contaminando o ambiente (CAMPQOS Jr., 2006).

Vale advertir, que mesmo o teste laboratorial negativo ndo garante que o
animal ndo esteja infectado, pois pode encontrar-se no periodo de incubacgéo, o que
reforca verificar a procedéncia dos animais (MELO, 2009). Outro aspecto
relevante é a localizacdo das propriedades proximas ao lixdo (Aterro da Ribeira),
local de destinacao final de residuos gerados por este municipio, que pode também
ter contribuido para a frequéncia elevada, uma vez que o0s animais poderiam ter
acesso a aguele ambiente.

Com relacédo a frequéncia estudada nos rebanhos bovinos por municipios
das bacias leiteiras das Regionais de Bacabal, Pedreiras e Séo Luis, ressalta-se que
o sorovar Hardjo nédo foi encontrado em Vitorino Freire e Sdo Luis. A variante
sorolégica Pomona também néo foi detectada em rebanhos leiteiros dos municipios
de Trizidela do Vale, Pedreiras, Lima Campos e Sao Luis. A auséncia desses
sorovares podem estar relacionados ao tipo de manejo sanitario adotado por cada
propriedade, a ndo introducédo de animais infectados por estas variantes sorologicas
e consequentemente a ndo exposi¢cao dos mesmos a ambientes com a presenca do
agente etioldgico.

Na interpretacdo dos testes soroldgicos devem ser considerados varios
fatores: reacfes cruzadas, titulos de anticorpos induzidos por vacinacdo, perda de
consenso entre o titulo de anticorpos e os indicativos de infeccdo ativa. Os
anticorpos produzidos no animal, em resposta a infeccdo com um dado sorovar de
Leptospira, frequentemente reage (reacdo cruzada) com outro sorovar de
Leptospira. Entretanto, uma fémea bovina infectada com um Unico sorovar,
provavelmente tenha anticorpos para mais que um sorovar no teste de aglutinacao.
Em alguns casos, esse padrdo de reagdo cruzada é previsivel, tendo como base, o
seu parentesco entre os varios sorovares do género Leptospira (FAINE, 1999;
LEVETT,2001).

Padrdes de reacfes cruzadas variam bastante, entre as espécies animais
e entre individuos, dentro de uma mesma espécie. Geralmente o sorovar infectante
€ assumido como o sorovar para o qual aquele animal desenvolve o maior titulo. As
reacdes paradoxais podem ocorrer com o teste de aglutinagéo, no inicio do curso da
infeccdo aguda, com uma acentuada resposta de anticorpos aglutinantes para um
sorovar outro que nao o infectante (RADOSTITS, 2002).



65

O diagnéstico da leptospirose baseado numa Unica amostra deve ser
realizado com cautela e com total consideracdo do quadro clinico e histérico de
vacinacao. Na leptospirose aguda o aumento de titulo na ordem de quatro vezes
superior € frequentemente observado em amostras pareadas. Entretanto os
hospedeiros de manutencdo estdo eliminando leptospiras com titulos >1:100. Por
isso, um titulo baixo de anticorpos ndo necessariamente, determina o diagndstico de
leptospirose (LEVETT, 2001; BOLIN, 2003; BRASIL, 2005).

Dentre os fatores de risco associados a infeccdo dos animais referente
aos sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona observou-se que a variavel realizacdo de
inseminacao artificial em fémeas bovinas teve associacao estatistica significativa, tal
fato pode estar relacionado com a comercializagdo de sémen oriundos de
reprodutores de rebanhos infectados, onde néo é realizado medidas de controle e
prevencao contra leptospirose. A Leptospira spp pode ser transmitida atraves da
inseminacao artificial, pois, as bactérias sobrevivem a temperatura de congelamento
do sémen e a aquisicdo de um produto com qualidade sobrevém somente de locais
gue efetuam testes por meio de técnicas moleculares, como o PCR. A transmissao
do agente pela inseminacao artificial € minimizada desde que as centrais atendam
0s critérios preconizados pela OIE em relagdo a saude do touro doador
(HEINEMANN et al., 2000; CASTRO, 2012).

A variavel presenca de caprinos, ovinos, equinos e caninos também foi
considerada como fator de risco significativo. Usualmente, a criacdo consorciada
com outras espécies domeésticas ha mesma propriedade constitui-se fonte constante
de infeccdo aos suscetiveis (LILENBAUM, 1996; RADOSTITS et al., 2000).

Alguns autores versam que 0s ovinos atuam como hospedeiros acidentais
(ELLIS, 1994; LILENBAUM, 2003). Silva et al. (2007) cita que a espécie ovina pode
atuar como hospedeiro de manutencdo do sorogrupo Autumnalis, infectando
bovinos, equinos e até mesmo a espécie humana. Segundo Genovéz (2009), ha
certa evidéncia que 0s ovinos também sejam hospedeiros de manutencdo da
sorovariedade Hardjo. Escdcio et al. (2010), em Sorocaba/SP, realizaram estudo na
transmissao da leptospirose entre criacdes de ovinos (20/80) e bovinos (1/3) e,
detectaram 21/83 (25,3%) com prevaléncias de Hardjo e/ou Wolffi de 4/21 (19%).

Os equinos criados nas propriedades sdo empregados com a finalidade
de transporte, tracdo e esporte. JA os cdes sao utilizados junto ao manejo dos

rebanhos, tais condi¢bes sdo frequentes nas regides estudadas. A criacdo conjunta
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destas espécies com o0s bovinos, caso infectadas por Leptospira spp pode ser
considerado um fator relevante. Vasconcellos (2003) e Araujo (2010) revelaram que
a exposicdo de equinos e cdes ao contato com cole¢des hidricas e com restos de
paricbes contaminadas pode elevar os riscos de disseminacdo da doenca na
propriedade.

A maior taxa de natalidade de bezerros no periodo seco também foi
considerada um fator de risco estatisticamente significativo. Sugere-se que esta
ocorréncia possa estar relacionada com a transmissdo de Leptospira spp via
transplacentaria. Segundo Speelman e Hartskeerl (2008) e Philip (2011), esta
condicdo pode ocorrer, pois, existe maior concentracdo das bactérias no Utero e
placenta durante o periodo gestacional. As fémeas cobertas no periodo chuvoso tem
maior probabilidade de serem infectadas em virtude das condi¢gdes edafoclimaticas
favoraveis para a disseminacdo do agente etiologico, havendo consequentemente
transmissao do micro-organismo aos neonatos.

Outras variaveis que apesar de nao terem apresentado associacao
estatistica significativa neste estudo (P>0,05), evidenciaram consideravel associacao
(OR>1) e, portanto, merecem destaque foram: auséncia de assisténcia veterinaria,
presenca de areas alagadas e de piquetes maternidade nas propriedades.

A assisténcia veterinaria € de grande importancia na sistematizacdo do
controle sanitario dos rebanhos, com o propoésito de evitar a introducdo do agente
infeccioso. Foi constatado que (98%) dos proprietarios ndo adotavam medidas
sanitarias adequadas. Faine (1999) cita que a movimentacdo de animais sem
procedéncia constitui-se como fator de risco importante na disseminacdo da
enfermidade, portanto, orientacdes veterinarias quanto a aquisicdo de animais com a
Guia de Transito Animal (GTA), atestado de vacinacdo e exame soroldgico,
realizacdo de quarentena, identificacdo e separacdo de animais infectados sé&o
medidas imprescindiveis. A destinacdo correta de fetos, restos placentarios e de
carcacas, desinfeccdo do ambiente, das instalacdes e dos equipamentos, vacinacao
dos suscetiveis de modo a garantir elevado nivel de imunidade, controle da
inseminacao artificial e adocdo de medidas terapéuticas, quando necessarias,
também sao fatores mitigadores a introducdo do micro-organismo nos rebanhos.

Observou-se ainda que em (100%) das unidades epidemioldgicas havia
presenca de areas alagadas, como cOrregos, igarapés e rios, sendo 0s acgudes a

principal fonte de &gua para todas as espécies domésticas presentes. Brod e
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Fehlberg (1992) descreveram que o0 acesso a fontes de &gua contaminada e
alagamentos aumenta o risco de infec¢ao por Leptospira spp. A presenca de matéria
organica em agua e solos contaminados pela urina de animais infectados e o pH de
solos ligeiramente neutros revestem-se de importancia na perpetuacdo de focos de
leptospirose (RADOSTITS et al., 2000).

A variavel presenca de piquetes de paricdo nas fazendas demonstrou
elevada associacdo. Foi observado que os piquetes ndo continham estruturas
adequadas, o que impossibilitava a higienizacéo e desinfeccéo correta dos mesmos.
As areas externas apresentavam solo lamacento, fezes e urina, propiciando
ambiente favoravel para a sobrevivéncia das leptospiras. As espécies patdgenas
nao se multiplicam, mas sobrevivem nestes ambientes, com pH levemente alcalino,
salinidade baixa e com auséncia de radiacdo ultravioleta. Os (80%) entrevistados
relataram que néo realizavam o acompanhamento das fémeas proximo a pari¢cao. As
bactérias nos animais prenhes, apos atingirem o sistema sanguineo ou linfatico,
alcancam o Utero e a placenta e em seguida o feto, que vem a o6bito, sendo expulso
cerca de 24 depois (GENOVEZ, 2009). Os animais que abortavam ndo eram
separados imediatamente permanecendo nos piquetes fetos, restos placentarios e
secrecgOes uterinas.

No presente estudo foi observado que o acondicionamento dos alimentos
destinados aos animais era incorreto, geralmente em areas com sujidades, e com
presenca de equipamentos e utensilios em desuso, que pode contribuir como abrigo
para os roedores. O armazenamento inadequado de racdo e suplementos
alimentares é um dos principais fatores que contribuem com a presenca e
permanéncia de roedores em depadsitos, principalmente quanto a inexisténcia de
medidas profilaticas, como o uso de rodenticidas (SILVA et al., 2010).

A ocorréncia de aborto nos ultimos 12 meses néo foi considerada fator de
risco associada a infeccdo pelos sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona, no entanto, séo
variantes sorolégicas relacionadas a esfera reprodutiva, principalmente em fémeas
bovinas leiteiras. O sorovar Pomona possui elevada patogenicidade, ocasionando
ictericia e abortamento. A infeccdo pelo sorovar Hardjo tem efeito direto sobre a
fertilizacdo interferindo na funcdo do corpo luteo, através da diminuicdo dos niveis
de progesterona, o sorovar Wolffi esta comumente associado ao Hardjo (DHALIWAL
et al., 1996; VASCONCELLOS, 1997). A ocorréncia de abortamento é indicativo de
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infeccdo, pois, € um dos principais sinais clinicos da doenca na espécie bovina e
gue encontra-se endémica no rebanho (ACHA; SZYFRES, 2003).

As sorovariedades Hardjo, Wollfi e Pomona estdo presentes em inquéritos
realizados em diversas regides do Brasil. Sarmento et al. (2012) ao diagnosticarem
leptospirose em oito estados brasileiros, obtiveram frequéncias de (43%, 9,96% e
4,28%), respectivamente.

Silva et al. (2012) ao realizarem estudo soro epidemiolégico em quatro
circuitos no Estado obtiveram prevaléncias no circuito | - Regional de S&o Luis para
rebanhos e para animais, respectivamente, de 101/136 (74,26%) e 499/841
(58,30%) e no circuito Il - Regionais de Bacabal e Pedreiras, prevaléncias para
rebanhos e animais de 183/238 (76,89%) e 973/2.582 (33,41%), simultaneamente.
Os sorovares Hardjo e Wolffi estiveram frequentes com percentuais para rebanhos e
animais na Regional de S&o Luis de 78/136 (57,35%) e 347/841 (41,63%), ja nas
Regionais de Bacabal e Pedreiras foram representativos para rebanhos e animais
com prevaléncias de 120/238 (50,42%) e 523/2.582 (22,20%), respectivamente.

A pratica de aluguel pasto e o destino inadequado dos fetos abortados
juntamente com placentas ndo apresentaram valor estatisticamente significativo na
analise univariada de risco para leptospirose entre os animais, entretanto, estas
variaveis ndo devem ser desconsideradas. Estes fatores contribuem como fonte
permanente de infeccdo aos susceptiveis. O contato de animais com pastos
contaminados, principalmente com urina, restos placentarios e fetos atuam como
fonte de infeccdo em potencial. As espécies patogénicas possuem um periodo de
sobrevida no solo de até 180 dias (FAINE et al., 2000; WHO, 2003; LEVETT, 2001;
HAMOND, 2010).

A vacinacdo contra leptospirose neste estudo ndo apresentou
significancia estatistica, de fato somente (5%) dos questionados revelaram que
vacinavam o rebanho, porém, sem utilizar o cronograma de vacinacao corretamente.
Cabe enfatizar que a utilizacdo de um programa de vacinacdo é uma das principais
ferramentas na prevencao e no controle da leptospirose. De acordo com Wang et al.
(2007), o sucesso dos programas de vacinacdo estd associado a estudos
epidemiologicos consecutivos para 0 monitoramento da ocorréncia de diversas
variantes anti-Leptospira em uma populacdo. Segundo Herrmann (2012), a
imunizacdo atua na prevencao de sinais clinicos como aborto, morte embrionéaria e

outros sinais caracteristicos da doencga, permitindo o controle sanitario do plantel,
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além de que possui a vantagem com relagcdo ao custo de cada dose por ser

significamente menor do que a dose utilizada com o uso de antibioticoterapia.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo pode-se concluir que:

A frequéncia da leptospirose obtida para rebanhos bovinos das bacias
leiteiras das Regionais de Bacabal, Pedreiras e Sao Luis, MA foi elevada,;

O sorovar do complexo Leptospira spp mais frequente em rebanhos bovinos
das bacias leiteiras das Regionais de Bacabal, Pedreiras e Sao Luis, MA foi o
Patoc;

As sorovariedades Hardjo, Wolffi e Pomona foram frequentes nos rebanhos
bovinos das bacias leiteiras das Regionais de Bacabal e Pedreiras, MA;

As sorovariedades Wolffi e Pomona n&do foram detectadas nos rebanhos
bovinos da bacia leiteira da Regional de S&o Luis, MA;

Os fatores de risco associados a soro positividade para leptospirose foram:
realizacdo de inseminacao artificial, presenca de caprinos, ovinos, equinos e
caninos nas propriedades e maior taxa de natalidade de bezerros no periodo
seco;

As variaveis auséncia de assisténcia veterinaria, presenca de areas alagadas
e de piquetes maternidade nas propriedades ndo apresentaram associacao
estatistica significativa, porém, evidenciaram consideravel forca de
associacao;

O mapeamento de focos demonstrou que a leptospirose encontra-se
amplamente difundida no rebanho bovino das bacias leiteiras das Regionais

de Bacabal, Pedreiras e Sao Luis, MA.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Diante da biodiversidade do agente etioldgico e da frequéncia elevada dos

sorovares encontrados nos rebanhos bovinos das bacias leiteiras das Regionais de

Bacabal, Pedreiras e Séo Luis, MA, fica evidenciado a importancia de se considerar

gue a leptospirose é endémica nestas regides, portanto, sugere-se:

Implantar e implementar medidas sanitarias através dos Orgéos de Defesa,
com vistas na imunonoprofilaxia, entre outras estratégias de controle, para a
deteccéo precoce e o fortalecimento na reducdo de focos da Leptospirose
bovidea no Estado;

Elaborar sistema de informagdes como suporte para criacdo de banco de
dados epidemiolédgico sobre a enfermidade;

Realizar acdes de Educacdo Sanitaria abrangendo as interfaces humana-
animal-ecossistema, com a participacédo dos produtores, educadores, alunos,
organizacao da sociedade civil e populacdo em geral;

Efetuar inquérito soro epidemiolégico para leptospirose em animais silvestres
de vida livre e no grupo de risco ocupacional (ordenhadores), nas Regionais
amostradas;

Adotar medidas de biosseguranca, principalmente por médicos veterinarios,
laboratoristas, ordenhadores, criadores, tabalhadores de matadouros, como
forma de evitar o contato direto com a fonte de infeccéo;

Promover interacdo entre as instituicbes das esferas federais, estaduais e
municipais, como universidades, setores da salude, agricultura, meio-
ambiente, entre outros atores, para elaboracdo de diretrizes voltadas para a
sanidade e a protecdo da saude animal e do homem;

Estimar o impacto econbmico da Leptospirose bovidea no estado do

Maranhao.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

-

—
OENT
> <

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA
MESTRADO PROFISSIONAL EM DEFESA SANITARIA ANIMAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: LEPTOSPIRA spp EM REBANHOS BOVINOS DAS BACIAS LEITEIRAS DAS
REGIOES CENTRAL E NORDESTE DO ESTADO DO MARANHAO-BRASIL: frequéncia,
fatores de risco e mapeamento de focos

ORIENTADOR: Prof. DSc. Hamilton Pereira Santos
PESQUISADORA: Adriana Prazeres Paixao
INSTITUICAO: Universidade Estadual do Maranhao/UEMA

As informacOes prestadas serdo sobre o manejo de criacdo, sanitario,
reprodutivo e alimentar, além de observacfes que poderdo estar associadas a
infeccdo de Leptospirose Bovina em rebanhos leiteiros da regido. Vale ressaltar que
esta pesquisa nao acarretara em custos ao criador e que a sua identidade sera
preservada. Comprometo-me ainda, quanto ao retorno referente aos resultados

obtidos laboratorialmente.

Criador: declaro ter sido informado e concordo em participar ao responder o
guestionario sobre Leptospirose Bovina, parte integrante do projeto de pesquisa

acima citado.

Proprietario e/ou responsavel
CPF



APENDICE B — FORMULARIO DE COLETA
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA
MESTRADO PROFISSIONAL EM DEFESA SANITARIA ANIMAL

LEPTOSPIROSE BOVINA EM REBANHOS LEITEIROS

UNIDADE REGIONAL:
MUNICIPIO:
PROPRIETARIO:
PROPRIEDADE:
DATA DA COLETA:
SEQUENCIA DAS AMOSTRAS:
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ITEM

N° SEQUENCIA

NOME DO
ANIMAL

SEXO

IDADE

RACA

PEAGEM




APENDICE C - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

UE Y+
> Z

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

MESTRADO PROFISSIONAL EM DEFESA SANITARIA ANIMAL
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focos

LEPTOSPIRA spp EM REBANHOS BOVINOS DAS BACIAS LEITEIRAS DAS REGIOES CENTRAL E
NORDESTE DO ESTADO DO MARANHAO-BRASIL: frequéncia, fatores de risco e mapeamento de

Propriedade:

Data:

Endereco:

Proprietario:

Telefone:
UF:

Municipio:
UR:

Area total / ha:

Area destinada ao pastejo e/ou capineiras:

Coordenadas:
Lat | I |l I I’ | I ||

|”

Lon| [ W S L IR I

|”

» Estratificacdo animal

Até 12 m az24m 25a36m

> 36m

TOTAL

M

F M F M

F

» Outras espécies

Bubalinos | Caprinos | Ovinos | Equinos

Asininos

Suinos | Aves

Caninos

Felinos




>
1-
2-
3-

>

5
6

8
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MANEJO DE CRIACAO
Tipo de criagdo? ( ) extensivo ( ) semi-intensivo ( ) intensivo
Adquire animais com frequéncia? () sim ( ) ndo

Realiza quarentena? ( ) sim () néo

MANEJO REPRODUTIVO

Qual época do ano que ocorre 0 maior numero de paricbes? () seca () chuvas

As vacas apresentaram historico de aborto nos ultimos 12 meses? () sim ( ) ndo

O que faz com o animal que abortou? () separa envia para abate () néo separa e deixa no
plantel () vende outra finalidade

7- Realiza inseminacéo artificial? ( ) sim ( ) ndo

Piguete para fémeas na fase de parto e/ou p6s-parto? ( ) sim ( )ndo

O que faz com o feto abortado e a placenta? ( ) enterra/joga em fossa/queima( ) alimenta

porco/cdo ( ) ndo faz nada

10- Compra fémeas ou machos com finalidade de reproducéo? ( ) sim ( ) ndo

>

MANEJO ALIMENTAR

11-Ha presenca de roedores ou outras espécies que circulam no ambiente de alimentacédo ou

no armazenamento de ra¢ées? ( ) sim ( ) ndo

12- Na propriedade h& areas alagadicas as quais o gado tem acesso? ( ) sim ( ) ndo

13- Aluga pastos em alguma época do ano? ( ) sim ( ) ndo

14- Principal fonte de 4gua dos animais? ( ) acudes ( ) pocos ( ) rios( ) igarapés

>

MANEJO SANITARIO

15- Possui assisténcia veterinaria? ( ) sim ( ) ndo

16- Realiza vacinacao contra leptospirose? ( ) sim ( )

ASSINATURA DO CRIADOR/RESPONSAVEL

ADRIANA PRAZERES PAIXAO
MEDICA VETERINARIA/CRMV-MA 0725
(Mestranda MPDSA/Mat 12DSA01)
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ANEXOS



ANEXO A - Mapa das Unidades Regionais da Agéncia Estadual de Defesa

Agropecuaria do Maranhdo/AGED-MA

Fonte: AGED/MA, 2014
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