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RESUMO

A leptospirose € uma zoonose causada por bactérias do género Leptospira, sendo um
problema de satde publica mundial. Esta enfermidade possui grande importincia para a
producdo animal, pois pode comprometer a sanidade do rebanho, causando problemas
reprodutivos e queda na producio gerando impactos econdmicos negativos. O presente estudo
teve como objetivo avaliar a frequéncia de Leptospira spp. em criatérios de bovinos da racga
Curraleira Pé- Duro no Maranhio, Brasil. Foram colhidas 95 amostras de soros sanguineos de
fémeas e machos com idades > 24 meses, selecionadas de forma aleatéria simples,
provenientes dos municipios de Amarante e Grajad. Foi aplicado um questiondrio para
investigar a situagdo sanitdria dos rebanhos. As amostras de soro foram submetidas a prova de
Soroaglutinagdo Microscépica (SAM), sendo utilizados 31 sorovares do complexo anti-
Leptospira spp. Das amostras analisadas, 2 (100%) para rebanhos e 95 (100%) para animais
foram reagentes para um ou mais dos sorovares anti-Leptospira spp. com titularidade 1:100.
Os sorovares mais prevalentes foram Sentot 64/95 (67,4%), Patoc 61/95 (64,2%), Guaricura
57/95 (60%), Gryppotyphosa 56/95 (58,9%), Anadamana 52/95 (54,7%), Wolff 50/95
(52,6%), e H-CTG 48/95 (50,5%). Conclui-se que em rebanho de bovinos Curraleiros a
frequéncia de animais sororeagentes para leptospirose € alta nos municipios, indicando ampla
disseminagdo da infec¢do, principalmente nos Nucleos de Conservagao da Raga. A ocorréncia

positiva para esses sorovares sugere a participacao da fauna local.

Palavras-chave: Leptospira, Bovino, Curraleiro, Pé-duro.



ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonosis caused by bacteria of the genus Leptospira and is a worldwide
public health problem. This disease is of great importance for animal production, as it can
compromise the health of the herd, cause reproductive problems and decrease in production
generating negative economic impacts. The present study aimed to evaluate the frequency of
Leptospira spp. In cattle breeds of Curraleira Pé-Duro breed in Maranhao, Brazil. Ninety-five
samples of blood sera from females and males aged > 24 months, randomly selected, from the
municipalities of Amarante and Grajai were collected. A questionnaire was applied to
investigate the health situation of the herds. Serum samples were submitted to the
Microscopic Soroagglutination (SAM) test, using 31 serovars of the anti-Leptospira spp
complex. Of the samples analyzed, 2 (100%) for cattle and 95 (100%) for animals were
reagents for one or more of the anti-Leptospira spp serovars with 1: 100 titers. The most
prevalent serovars were Sentot 64/95 (67,4%), Patoc 61/95 (64,2%), Guaricura 57/95 (60%),
Gryppotyphosa 56/95 (58.9%), Anadamana 52/95 (54.7%), Wolft 50/95 (52.6%), and H-CTG
48/95 (50.5%). It is concluded that in cattle of Curraleiros cattle the frequency of seroreagent
animals for leptospirosis is high in the municipalities, indicating a wide dissemination of the
infection in the Nuclei of Conservation of the Race. The positive occurrence for these

serovars suggests the participation of the local fauna.

Keywords: Leptospira, Bovine, Curraleiro, Pied-duro.
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1 INTRODUCAO

O gado Curraleiro, como € conhecido nos Estados do Tocantins e Goids, ou Pé-
Duro na regido Nordeste, tem como principal caracteristica a rusticidade, tratando-se de um
animal bastante décil e de pequeno porte (BRITTO & MELLO, 1999; MARIANTE &
CAVALCANTE, 2000). Possui carne bastante saborosa e devido a ndo utiliza¢ao de produtos
quimicos é considerado um produto natural. Geralmente esse gado é criado em regides de
pastos grosseiros e escassos, clima quente e chuvas reduzidas (CARVALHO, 1985, 2002;
SERRANO, 2001).

O gado que deu origem ao Curraleiro Pé Duro foi trazido da Peninsula Ibérica
para o Brasil, pelos portugueses, na época do descobrimento (MARIANTE & EGITO, 2002).
Os criatérios estdo presentes principalmente nos estados de Goids, Tocantins, Bahia, Pard e
Piaui, e no Maranhio, ha criadores praticando a conservagdo da raga. Os criadores ressaltam a
rusticidade, o baixo custo de producdo e a baixa exigéncia nutricional como qualidades
indiscutiveis desses animais, apesar disso essa raca encontra-se sob ameacga de extin¢do
(FIORAVANTTI et al., 2011).

Conforme Juliano (2006), existe no Brasil cerca de 5 mil cabecgas bovinas da raca
curraleira, considerado baixo em relagdo as outras ragas bovinas. O pequeno porte do gado
Curraleiro € o principal motivo alegado para quase levd-lo a extingdo. Os programas de
conservagdo in situ de populagdes animais, domésticas ou silvestres, implicam inicialmente
em aumentar o nimero de individuos, garantindo a variabilidade genética da espécie
envolvida. Para tanto, sdao utilizadas técnicas de manejo destinadas a maior circulagdo dos
animais entre os criatdrios, estimula-se a abertura de novos nucleos de criacao e sdo aplicadas
biotecnologias destinadas a maximizar a efici€éncia reprodutiva da populacao.

O Nicleo de Conservacdo de Bovinos da Raga Curraleira no Meio — Norte (PA4)
propde dar continuidade a conservacgdo "in situ" da ragca Curraleira conhecida como Pé - Duro
no Piaui, além de investigar as caracteristicas quantitativas e qualitativas adaptativas, relativas
a producdo. Visa, ainda, a possivel utilizagdo deste material genético em futuras acdes de
melhoramento genético com racas especializadas para producdo em ambientes desfavordveis
as racas exoticas.

A raga Curraleiro é uma entidade genética distinta, comprovando assim, a
unicidade de sua populacdo (SERRANO, 2001). Sua conservagdo ndo tem sido tarefa facil,

pois os recursos financeiros sdo insuficientes, o nimero de pesquisadores e de pessoal de
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apoio ainda € reduzido e hd preconceito contra a raga, além da necessidade de maior
divulgacdo sobre a importancia as vantagens de sua criacdio (CARVALHO & GIRAO, 1999).

As técnicas empregadas para conservacdo que implicam em maior circulagdo dos
animais entre os criatdrios, traz como desvantagem a maior chance de disseminag¢do de
doencas. Desta forma, o conhecimento da situacdo sanitdria dos rebanhos e de métodos
diagnésticos eficazes, é fundamental para o desenvolvimento de estratégias de prevengdo e
controle das enfermidades nos nucleos de criagdo envolvidos no programa de conservagdo. E

entre estas enfermidades destaca-se a Leptospirose.

(€N

A leptospirose, doenca infectocontagiosa que acomete animais € humanos,

[€N

causada por qualquer espécie patogénica de bactérias do género Leptospira. A doenca
endémica e a morbidade € bastante alta, apesar da letalidade ser baixa. Trata-se de uma
zoonose e o contdgio pode ser ambiental ou direto (CORREA & CORREA, 1992). J4 foi
diagnosticada em todos os continentes, no entanto sua ocorréncia é mais elevada em paises de
clima tropical e subtropical, pois as condi¢cdes ambientais favorecem a persisténcia e a
disseminag¢do do agente (FIGUEIREDO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010).

As consequéncias desta infeccdo sdo de impacto econdmico, tendo em vista o
acometimento de animais de producdo. Em bovinos a doenca pode manifestar-se de forma
aguda com presenca de febre, hematiria, hemoglobindria, meningite e morte. A forma
crOnica, por ser mais comum, assume maior importincia em rebanhos infectados. Esta se
caracteriza por marcante pelas perdas reprodutivas, diminui¢cdo na fertilidade e na producao
de leite e por aumento nos indices de mortalidade (ELLIS, 1984; TOMICH et al., 2007;
LANGONI et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009).

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 diminui¢do da producido lactea, reducdo da taxa de concepgao
e de infertilidade em 47% e o alto custo com o tratamento, tendo em vista a sua transmissao as
diversas espécies animais de produ¢do (PIRES, 2010).

A realizacao deste trabalho justifica-se pelo risco que a leptospirose representa na
preservagio das racas Curraleiro Pé Duro. E importante considerar ainda, que além do
impacto negativo dessas doencas na saide animal, elas trazem prejuizos a saiide humana, por
serem zoonoses. E também, principalmente pela caréncia de dados soro-epidemiolégicos da

ocorréncia desta enfermidade em rebanhos bovinos de no Estado do Maranhdo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e Caracteristicas Raciais do Curraleiro Pé-Duro

Quando os colonizadores ibéricos chegaram a terras americanas, por volta do ano
de 1500, depararam-se com uma fauna e flora diversa da existente na metropole e em outras
colonias. Juntamente com as familias de colonizadores, vieram as diversas espécies de
animais domésticos com a finalidade de auxiliar o homem. Dentre deles, destacaram-se os
bovinos, que forneceram couro, leite, carne e trabalho aos nossos antepassados, colaborando
sobremaneira para a exploracio e desenvolvimento das novas colonias americanas
(EMBRAPA-MEIO NORTE, 2005).

Os primeiros bovinos foram transportados da Peninsula Ibérica, em navios
negreiros, desembarcando nas capitanias hereditérias, onde hoje se localizam os estados de
Pernambuco, Bahia e Sdo Paulo (VELLOSO, 1996). Registra-se que os mesmos pertenciam a
trés subespécies: Bos taurus aquitanicus, Bos taurus ibericus e Bos taurus batavicus. Estes
primeiros animais povoaram o0s campos nativos brasileiros adaptando-se ao clima e
vegetacdo, dando origem a grandes rebanhos com diversas variedades genéticas. Algumas
destas racas estdo presentes na atualidade e melhoradas geneticamente (PRIMO, 1992).

O bovino Curraleiro Pé-Duro tem origem destes animais, sendo descendente da
unido de ragas portuguesas como a Alentajana e Galena, e racas espanholas pertencentes ao
tronco Bos taurus aquitanicus. De maneira mais precisa relata-se que estes bovinos
descendem da raca Mirandesa, particularmente da variedade Beiroa, encontrada ainda hoje
nas provincias de Leén e Tris-os Montes, na Espanha e Portugal, respectivamente
(CARVALHO & GIRAO, 1999). Entretanto, é possivel que outros grupamentos genéticos
tenham participado da formacao do Curraleiro Pé-Duro, porém naquela época ainda ndo eram
estabelecidos como raca.

No ano de 2012 a raca Curraleiro Pé Duro foi reconhecida pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) e caracterizadas como uma raca de dupla
aptiddo, produzindo leite e carne de alta qualidade. Além de ser reconhecida pelo MAPA,
possui também uma associacdo que nasceu da Associacdo dos Criadores Piauienses (ACP)
pelo fato de congregar grande parte dos criadores dessa raga, se tornando, entdo, Associacao
Brasileira de Criadores de Bovinos Curraleiros Pé Duro (ABCPD), a qual hoje tem se

empenhado em promover a conservacao dessa raga historica.
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O gado Curraleiro Pé-duro possuem caracteristicas raciais como peso minimo de
380 kg para os machos e 300 kg para as fémeas, sdo considerados de porte pequeno por
possuir uma altura minima de 1,34 m para os machos e 1,20 m para as fémeas. As pelagens
mais comuns sio a baia e vermelha clara, sendo as extremidades como vassoura da cauda e
focinho, pretos, podendo alguns apresentar manchas escuras ao redor dos olhos. A cabeca
pequena apresenta cornos curtos a médios em forma de coroa, sendo as orelhas pontudas,
pequenas e revestidas com pelos claros. Possuem barbela e umbigo reduzidos além de
membros delgados (BRITTO, 1999; BOAVENTURA et al., 2005; SANTIN, 2008).

Sdo animais rudsticos e resistentes a condi¢cdes desfavordveis, resultado de um
sistema de criagdo extensiva, com pouco ou nenhum cuidado sanitdrio, em pastagens de baixa
qualidade, baixa umidade e altas temperaturas. Caracteristicas como resisténcia a doencas em
geral, intoxicagdes, ecto e endoparasitas, baixa mortalidade de bezerros e abortos sdo descritas
pelos proprietarios (MARIANTE & EGITO, 2002).

Sdo discriminados pelo pequeno porte e preteridos por outros com maior
rendimento de carcaca (RANGEL et al., 2004). Entretanto esta morfologia € uma adaptagdo a
regidoes com déficit alimentar e hidrico. Tanto que em épocas de estresse nutricional apesar de
perderem peso, ndo adoecem e recuperam-se rapidamente quando as condi¢des melhoram.
Isto porque aproveitam bem todos os tipos de pastagens e sem a necessidade de
suplementagdo alimentar. Desta forma o Curraleiro Pé-Duro tem um bom custo-beneficio ja
que ndo exige grandes investimentos e tem baixo custo de producio, sendo adequado para

pequenos e médios produtores (PRIMO, 1992; MARIANTE & CAVALCANTE, 2000).

2.2 Leptospirose

2.2.1 Aspectos historicos

Em 1800, a leptospirose foi descoberta 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 doenga que provocava ictericia no homem
“Icteruscatarrhalis”, nefrite e esplenomegalia, e que posteriormente foi denominada doenca de
Weil (CACCHIONE, 1962). E trés anos apds, Wittman caracterizou e descreveu a

enfermidade como de inicio repentino, associada a dores de cabeca, prostracdo, derrame
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conjuntival, ictericia, hemorragias petequeais e reincididas, relacionando-a com a presenca de
ratos (FAINE et al., 1999; GOMES, 2014).

Em 1907, nos Estados Unidos da América, Stimson observou o agente em cortes
histolégicos de rim de paciente diagnosticado com febre amarela. As bactérias apresentavam
uma forma similar ao ponto de interrogacdo e se encontravam em conjunto, denominadas de
“Spirochaeta interrogans” (CACCHIONE, 1962; FAINE et al., 2000). Apds dez anos, no
Japdo, ocorreu o isolamento do micro-organismo, apds a inoculagdo do sangue de
mineradores infectados em um porquinho da india (SOUSA et al., 2014). O micro-organismo
isolado foi cognominado de Spirochaeta icterohaemorrhagiae; em 1917 foi sugerida a
criacdo do gé€nero Leptospira, pelo fato da sua morfologia espiralada. No mesmo ano, em
pesquisa realizada com ratos, verificou-se que 40% destes eram portadores renais desse
micro-organismo e consequentemente possiveis carreadores da infeccdo em humanos.
(FAINE et al., 1999).

Durante a década de 30, a doenca era concebida como exclusiva de cdes, mas,
logo foi reconhecido seu potencial zoonoético, sendo descritas as formas Canicola e
Icterohaemorrhagiae (KLARENBEEK et al., 1933). No ano 1939 uma lista de sorotipos e de
animais hospedeiros foi publicada internacionalmente. Na década de 40 a enfermidade foi
citada como um problema de cunho veterindrio na cadeia de produ¢@o animal e uma zoonose
(WALCH-SORFDRAGER, 1939; SEMSKOV, 1940).

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

No Brasil, a leptospirose foi constatada, primeiramente no Estado do Pard, por
McDowell (1917), apds diagndstico clinico da enfermidade precedido de um surto. E no
mesmo ano, na cidade do Rio de Janeiro, foi diagnosticada a Leptospira
icterohaemorrhagiae, por Aragdo, em estudo realizado em seis Rattus novergicus. (BRASIL,
1995).

Em bovinos, efetuaram o primeiro isolamento de Leptospira spp, classificada
como sorovar Pomona, feito por Freitas e colaboradores no ano de 1957. Também Santa Rosa
et al. (1970), isolaram uma estirpe do sorovar Icterohaemorragiae, em bovinos, no estado de
Sao Paulo e, Yanaguita (1972), ao examinar quinhentos bovinos em matadouro, isolou duas

estirpes de Leptospira spp, classificadas como novos sorovares do sorogrupo Hebdomadis: L.
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guaicurus e L. goiano (VASCONCELLOS et al., 2001), e o sorovar Georgia por Moreira em
1994.

2.2.2 Taxonomia e Morfologia

A leptospirose € uma antropozoonose, considerada doenca emergente que afeta
homens e animais com ocorréncia endémica mundialmente, causada por espiroquetas
flexiveis e helicoidais de qualquer espécie patogénica de bactérias do género Leptospira. O
género Leptospira é um dos géneros pertencente a classe Eubacteriales, familia
Leptospiraceae da ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999; GOMES, 2014)

A classificacdo das espécies do género Leptospira estd baseada no grau de
parentesco do DNA. O género estd dividido em 16 espécies definidas e mais recentemente
quatro espécies genéticas foram incluidas como espécies distintas com pelo menos, 70% de
parentesco (DNA) e cuja sequéncia contém uma divergéncia de, pelo menos, 5% de bases nao
pareadas. Esta classificagdo coexiste com a antiga classificacio soroldgica na qual o antissoro
era utilizado para estabelecer parentesco entre as amostras isoladas (GOMES, 2014). Na
classificacdo soroldgica, a unidade taxondmica bésica € o sorovar. Cada sorovar relaciona-se
com o(s) seu(s) hospedeiro(s) preferencial (ais), ainda que uma espécie animal possa albergar
um ou mais sorovares (BRASIL, 2005; J UNIOR, 2015).

Atualmente sdo reconhecidas 13 espécies de leptospiras patogénicas, com mais de
260 sorovares, e seis espécies saprofitas, com cerca de 60 sorovares (ADLER &
MOCTEZUMA, 2010).

S@o bactérias com diametro de 0,1 a 0,2 mm por 6-20 mm de comprimento
aproximadamente, com forma de espiroquetas espiraladas, méveis, aerdbias, ndo capsuladas
nem esporuladas, com gancho caracteristico terminal em uma ou ambas as extremidades. E
sdao ativamente moéveis devido a dois filamentos axiais, apresentando 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).

A composi¢do da membrana das leptospiras é de lipopolissacarideo, similar a de
bactérias Gram-negativas, porém com baixa atividade endotéxica (LEVETT, 2001). Como
fonte de carbono e energia, utilizam dcidos graxos, vitaminas B1 e B12, ferro ferroso e ions

de amonio (FAINE, 1999; SANTOS et al., 2008).
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As leptospiras possuem um crescimento 6timo em pH 7,2-7,6, a temperatura de
28-30°C (FAINE et al., 1999). Sao destruidas em temperaturas ambientais inferiores de 7°C a
10°C ou superiores a 34°C a 36°C, pela exposicdo direta a radiacdo solar, as grandes variacdes
de pH (<6,0 e >8,0), a elevada salinidade e a ambientes secos, necessitando 15,2 -31,4% de
umidade (FAINE et al.,, 1999; LEVETT, 2001). Podendo sobreviver no meio ambiente,
dependendo de uma combinacdo de fatores como umidade e textura do solo. As
caracteristicas de solo e das dguas de superficie assumem grande importancia na perpetua¢ao
de focos de leptospirose numa regido. A estrutura e o tipo de subsolo sdo determinantes para a
sobrevivéncia de leptospiras, que vivem 30 minutos em solo seco (RADOSTITS et al., 2007).
Aguas da chuva e correntezas inundam as rachaduras provocadas pela dessecagdo, fazendo
com que as leptospiras sejam liberadas para o ambiente, atingindo as dguas de superficie e

solo; fechando um ciclo de infeccao (SMITH & SELF, 1955; KARASEVA, 1971).

2.2.3 Epidemiologia

A leptospirose é epidemiologicamente bem definida, apresenta ampla distribui¢cdo
geografica e estd associada as condigdes climaticas (HAMOND, 2010; MARTINS et al.,
2012). 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 evaporacio da urina contendo
Leptospira expelida de animais infectados, o que pode ocasionar o aumento da incidéncia da
doenca (VASCONCELLOS, 2004). A manutengdo de Leptospiras nas regides urbanas e
rurais do Brasil € favorecida além do clima, por condi¢des sdcio-econdmico-culturais.

A taxa de morbidade para a doenca clinica € alta e pode atingir 100% dos animais,
enquanto que, a taxa de letalidade € baixa, em torno de 5%, porém, em bezerros a mortalidade
€ maior do que em animais adulto (G()MEZ, 2008). O crescimento das cidades sem
planejamento e o excesso de lixo acumulado sobre vias e dreas desprotegidas propiciam a
proliferacdo de roedores, o que favorece a persisténcia e disseminacdo 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
nio apresentam especificidade de hospedeiro, porém, é observada a preferéncia de certos
sorovares por determinados vertebrados. Estas condi¢des configuram-se nas associagdes

estabelecidas entre o rato de esgoto (Rattus norvegicus) e o sorovar Icterohaemorrhagiae,
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tendo como hospedeiro susceptivel o homem; o cio doméstico com o sorovar Canicola; o
suino com o sorovar Pomona; 0s equinos com o sorovar Bratislava, os 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 os sorovares Hardjo,
Wolffi e Pomona (FAINE, 1994, GENOVEZ, 2009). E 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 artigo de revisdao publicado por Levett (2001) os bovinos foram citados como
hospedeiros de manutencdo do sorovar Hardjo, em estudos realizados em vérios paises. Na
Austrélia, os sorovares Hardjo e Pomona foram diagnosticados em abortos bovinos, com
evidéncia soroldgica de incidéncia muito superior do primeiro. Na Escdcia e nos Estados
Unidos o sorovar Hardjo também se revelou como o mais prevalente nos rebanhos estudados.

Favero et al. (2001) relatou que em exames de soroaglutinacdo microscopica
(SAM) realizado no periodo de 1984 a 1997 em 31.325 bovinos de 1920 propriedades
distribuidas em 540 municipios de 21 estados do Brasil, 84,1% das propriedades € 94,18% de
municipios foram positivos em pelo menos uma amostra. Entre os estados a média foi de
49,51% de animais reagentes, sendo os sorovares mais prevalentes, Hardjo, Wolffi e
Grippotyphosa.

Em investigacdo da prevaléncia de anticorpos anti-leptospira em fémeas bovinas
no estado de Mato Grosso do Sul, foram detectados animais reagentes para um ou mais
sorovares em 1.801 fémeas (98,8%) de 161 (96,5%) rebanhos. O sorovar Hardjo (65,6%) foi
apontado como o mais provavel, seguido do sorovar Wolffi (12,3%). No estudo, os fatores de
risco associados a infec¢do por bactérias do género Lepstopira foram o tipo de exploragdo
pecuadria de corte e a raca Zebu (FIGUEIREDO et al., 2009).

Ao estudar os fatores de risco associados a leptospirose em fémeas bovinas em
idade reprodutiva no Estado da Bahia, Oliveira et al. (2010) detectaram animais soropositivos
em 77,9% das propriedades amostradas. O sorovar Hardjo (Hardjoprajitno) foi o mais
prevalente, com 34,49% das propriedades positivas. Os fatores de risco para leptospirose
foram rebanhos com mais de 28 fémeas bovinas em idade reprodutiva, presenga de cervideos,
compra de animais, abate de animais na propria fazenda e utilizacdo de pastos

compartilhados.
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Em um estudo realizado na microrregido de Goiania, no Estado de Goids, Juliano
(1999) observou prevaléncia de 81,9% de animais reagentes entre as 426 amostras de bovinos.
Os principais sorovares encontrados foram Wolffi (36,1%), Icterohaemorrhagiae (20,5%),
Hardjo (5,2%) e Tarassovi (4,9%). No trabalho de Favero et al. (2001), 487 (34,6%) foram
positivas, sendo o sorovar Hardjo responsavel por 63,7% e o sorovar Wolffi por 13% das
reacoes positivas.

Também nesse Estado, Marques et al. (2010) de 4.571 amostras foram detectadas
62,2% de amostras positivas para pelo menos um dos dezesseis sorovares testados, com
predominancia dos sorovares Wolffi (14,53%), Hardjo (12,70%), Grippotyphosa (10,55%) e
Shermani (6,55%).

2.2.3.1 Situagdo da leptospirose em gado Curraleiro no Brasil

Geralmente o gado Curraleiro (Pé-duro) € criado em regides de pastos grosseiros e
escassos, clima quente e chuvas reduzidas, passando por restricdes alimentares, favorecendo a
proliferacdo da leptospirose (CARVALHO, 2002). E o Brasil possui todas essas
caracteristicas que favorece a cria¢do da raga.

Em estudo com gado Curraleiro, Maggioli et al.(2007) verificaram um indice de
36,2% em 11 propriedades do Estado de Goids e de 54,1% em dez propriedades no Tocantins.
E Juliano (2006) detectou titulos aglutinantes para leptospirose em 31,6% dos 569 animais
amostrados. Os sorovares mais prevalentes foram Hardjo e Wolffi reforcando a importancia
da espécie bovina na manutencdo e disseminacdo desses sorovares como causadores da
Leptospirose. A ocorréncia de positividade para outros sorovares como Hebdomadis e
Grippotyphosa sugere a participacdo de espécies silvestres na transmissao da infeccao.

Santin (2008) encontrou 58,6% de Curraleiros com sorologia positiva, dentre os
58 animais testados, confirmando a ampla dissemina¢do do agente nos rebanhos. Os
sorovares L. hardjo, L. wolffi e L. hebdomadis foram os mais frequentemente encontrados na
totalidade da populacdo amostrada.

Juliano et al. (2016), encontrou um frequéncia total de sororeagentes para
Leptospira spp. de 46,81% (n=469), sendo 39,52% em Goids e 54,23% no Tocantins. Os
sorovares mais frequentes foram Hardjo, Wolfii, Grippotyphosa, Shermani e Hebdomadis. Ja
FAVERQO et al. (2001) encontrou uma frequéncia para GO (46,50%), maior do que para TO
(41,20%), menores do que os 81,90% de soropositividade, citados por Juliano et al. (2000) e
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74,28 % encontrados por Campos Jr. et al. (2006) em rebanhos leiteiros na microrregido de
Goiania-GO. Marques (2008) observou prevaléncia de 62,20% em 4571 animais amostrados
em todo o estado de Goids.

No estudo de Favero et al. (2001) Hardjo e Wolffi foram detectadas como
variantes mais provaveis, embora com prevaléncias distintas, no Mato Grosso do Sul (51,5%
e 24,2%), Mato Grosso (82,35% e 5,88%), Goias (63,7% e 13%) e Piaui (66,5% e 14,2%).
Em Minas Gerais Aradjo et al. (2005) obtiveram 19,7% de reagdes positivas ao sorovar
Hardjo e 13,2% de Wolffi. Na Bahia Oliveira et al. (2010) detectaram predominincia de
respostas a Hardjo (34,49%) seguido pelos sorovares Shermani e Wollfi.

De acordo com Romani (2012), a frequéncia de animais sororeagentes para
leptospirose em rebanhos curraleiro € elevada, indicando ampla disseminacdo da infec¢@o nos
Nucleos de criacao de bovinos de racas localmente adaptadas. Os sorovares mais prevalentes
foram Hardjo e Wollfi.

A ocorréncia de positividade para sorovares como Grippotyphosa, Shermani,
Pomona e Hebdomadis em Curraleiros sugere a participagdo da fauna local na epidemiologia
da leptospirose bovina nos Niucleos de conservagdo das racas. Para os autores flutuagdes na
sororeatividade no decorrer do tempo podem ser atribuidas a fatores intrinsecos e extrinsecos

que modificam a triade epidemiolédgica agente, hospedeiro, ambiente.

2.2.4 Cadeia de transmissao

A leptospirose pode ocorrer da forma direta, indireta ou acidental. A infec¢do
direta ocorre pelo contato do individuo susceptivel, com urina contendo o agente, fluidos
placentarios, descarga uterina pds-aborto, contato sexual e por via transplacentdria. A forma
de infeccdo indireta ocorre pelo contato do animal com o ambiente contaminado ou por
inseminacdo artificial, enquanto a acidental surge do contato dos animais com o meio
contaminado por outras espécies animais ou silvestres que sao reservatorios, e transmitem a
infec¢do pela via indireta aos animais de produ¢io (GOMEZ, 2008; CURSI, 2010).

A via transplacentiria e mamaria pode estar envolvida na transmissdao da
leptospirose (SPEELMAN, 2008; PHILIP, 2011). Também hé probabilidade de transmissao
do micro-organismo por meio do sémen industrializado proveniente de touro infectado,
embora o sémen contenha antibidtico, o glicerol e armazenamento em nitrogénio liquido

contribuem para a conservacao da bactéria (COSTA et al., 1998; RADOSTITS et al., 2002).
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A principal via de eliminacdo da bactéria € através da urina, podendo ser expelida
até por 280 dias apds a recuperacdo do animal (PIRES, 2010). Os roedores apresentam
leptospirtiria prolongada e albergam Leptospira spp nos rins, sendo estas, excretadas no
ambiente, contaminando o solo, a d4gua e alimentos.

Nos ecossistemas rurais e urbanos, os roedores sdao considerados portadores
universais, pois se deslocam com facilidade e sdo assintométicos (SEHGAL, 2006). Embora
no meio rural, o rato tenha sua importancia como fonte de infeccdo para o rebanho e o
homem, os principais reservatorios da doenca no interior de uma propriedade bovina sao os
préprios animais infectados (VASCONCELLOS et al., 1997) que contaminam o pasto com 0s
fetos abortados, corrimentos uterinos e urina contaminada (CASTRO, 2012).

O ciclo de transmissdo da leptospirose compreende a interacdo entre reservatorios
animais, ambiente favordvel e grupos humanos suscetiveis (HOMEM et al.,, 2001;

BARCELLOS et al., 2003; SOUZA JUNIOR et al., 2006).

2.2.5 Patogenia

As leptospiras possuem capacidade de penetrarem no organismo do hospedeiro
através da pele lesada ou integra e/ou mucosas oral, nasofaringea, conjuntival, esofdgica e
vaginal, e sua habilidade de sobrevivéncia nos tecidos, constituem os maiores componentes de
viruléncia dessas bactérias (REZENDE et al.,1997; FAINE et al., 1999; SOTO et al., 2007).

ApOs a penetracdo, as bactérias disseminam-se pela corrente circulatéria e tem
inicio o processo de leptospiremia, e atinge diversos 6rgdos como: pulmao, figado, baco,
orgdos reprodutores e no liquido cefalorraquidiano. O periodo de incubagdo € em torno de 7 a
14 dias. Conforme a dose e variante infectante inicia-se a fase de multiplicag@o sist€mica dos
micro-organismos, denominada de leptospiremia, com duracao de quatro a cinco dias (FAINE
et al., 1999; CINCO, 2010).

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

As multiplicagdes destes micro-organismos nos tubulos renais ddo o inicio a fase

de leptospirtria, que ocorre entre o sétimo e décimo dia da evolucdo da doenga, e sua
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permanéncia depende da resisténcia do hospedeiro. Além da eliminacdo de bactéria viavel,
durante essa fase também ocorre a formacao de complexos imunes e reacdo inflamatéria, o
que leva vdrios 6rgdos a uma vasculite generalizada (VASCONCELOS, 1987; FAINE et
al.,1999).

Na fase aguda as principais alteracdes macroscopicas sdo os graus varidveis de
ictericia, hemorragia e anemia, bem como a presenga de sangue na urina, os rins podem estar
aumentados e com hemorragias petequiais na superficie. Na fase cronica da enfermidade,
pode haver a presenca de manchas esbranquicadas na superficie renal em decorréncia da
infiltracao de células inflamatdrias, com evidéncia de atrofia glomerular (FAINE et al., 1999).

De acordo com Gomes, 2014, o aparecimento de anticorpos circulantes coincide
com a eliminacdo de Leptospiras dos orgdos. Estas podem permanecer nos rins € trato

urindrio ou podem ser eliminadas por semanas a meses, apds a infeccao.

2.2.6 Imunidade

Na leptospirose a imunidade a uma infeccdo inicial depende dos mecanismos
humorais envolvendo a opsonizacdo de Leptospiras e fagocitose por macréfragos e
neutréfilos (FAINE et al., 1999). Os macréfagos conseguem fagocitar amostras de leptospiras
patogénicas 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 interagdo destas células, de complementos e anticorpos especificos, seria
responsavel pelo efeito bactericida sobre Leptospiras patogénicas (WANG et al., 1984).

A primeira resposta soroldgica relacionada a infeccio € a producdo de
imunoglobilinas da classe M (IgM). Essas sdo desenvolvidas no periodo entre 2 a 10 dias da
infeccdo, de acordo com a espécie acometida, resposta imunoldgica do animal e do tamanho
da particula antigénica (ADLER, 1976; 1977). A producao de anticorpos IgG surge com 1 a 2
semanas da infec¢do. 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 antissoro ou por anticorpos
monoclonais. Em mamiferos os anticorpos maternais sdo transferidos para o feto e neonatos

através da via transplacentdria (IgG) e colostro (IgA) (FAINE, 1982). As quantidades de
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anticorpos dependerdo do tipo de placenta e do nivel de imunoglobulinas maternais. Nos

bezerros, 0s anticorpos maternais podem manter-se durante 2 a 6 meses.

2.2.7 Sinais Clinicos

Em bovinos os sinais clinicos encontrados na infec¢do sdao variados e dependem
do sorovar infectante e da susceptibilidade do animal (FAINE et al., 2000). As espécies
acometidas podem ou ndo apresentar sintomas, tornando-se portadores inaparentes, o que
contribui para a dissemina¢@o da bactéria no ambiente (ACHA, 2003; COELHO, 2011).

A leptospirose pode ocorrer tanto na forma aguda, como subaguda e cronica. Na
forma aguda, ocorrem, sinais de febre, hemoglobinuria, ictericia, anorexia, aborto e queda na
producdo do leite devido a uma mastite atipica, com o ubere podendo apresentar-se
edematoso e flacido a palpacdo, com o leite apresentando-se amarelado ou sanguinolento,
sinais cldssicos da infeccao pela sorovariedade Hardjo. Ja na forma subaguda, difere da aguda
s6 em grau, sdo também descritas diminui¢do na produgdo do leite, febre, leve ictericia e
diminuicdo da ruminacao.

De acordo com Vasconcellos (1997), na forma aguda anticorpos sdo produzidos
ocorrendo a regressdo da septicemia que desaparece apdés uma semana. As bactérias
sobreviventes se alojam nos rins e trato genital evoluindo para a fase cronica.

Na forma cronica, € representada por disturbios reprodutivos, mais associados aos
sorovares Hardjo e Pomona. Ocorre abortamento entre o 5° e 6° més de gestacdo e retengao
de envoltérios em 20% dos animais que abortam; baixa eficiéncia reprodutiva, retencao de
placenta, infertilidade, natimortos e morte fetal (BOLIN, 1999; RIET-CORREA et al. 2001).
Existem relatos que os sorovares Grippotyphosa e Icterohaemorrhagie também estio
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)

2.2.8 Diagnostico

O diagnéstico da leptospirose € considerado dificil pela relacdo complexa entre
agente-hospedeiro, alteracdes no padrido de infeccdo e devido aos animais domésticos nao
apresentarem sinais patognomonicos (FAINE et al., 1999; GOMES, 2013). Estdo relacionadas

ao histdrico clinico, as informag¢des epidemioldgicas, como a realiza¢do ou ndo de vacinagdo,
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e aos fatores de risco. Diversos métodos laboratoriais sdao 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 presenga de anticorpos frente a atuacdo do
agente etioldgico (BOLIN, 1999; 2003; SARMENTO, 2012).

N3ao existe uma técnica recomendada para uso de todas as situagdes clinica devido
alguns testes perderem a sensibilidade e outros possuirem problemas com a especificidade.
Por isto, o uso de uma combinagao de testes permite uma maior sensibilidade e especificidade
no diagndstico (BRASIL, 1995; FAINE, 1999; BOLIN, 2003). Porém, o teste padrdo ¢é a
soroaglutinacdo microscopica (SAM) com os sorovares predominantes na regidao de criacdo
do rebanho (OIE, 2009).

Deve ser estabelecido diagndstico diferencial com outras doencas que cursam com
o aborto, distdrbios reprodutivos ou até mesmo de abortos de origem nao infecciosa. Como a
Clostridiose que causa a hemoglobintria bacilar dos bovinos. Doengas parasitdrias, como a
Tripanossomose por Trypanosoma vivax, que causa anemia, ictericia, palidez de mucosas e
edema facial; pode ocorrer febre, prostracdo e morte. Plantas téxicas, como o Fedegoso,
Cassia occidentalis (sin. Senna occidentalis), que causa diarréia, tremores musculares,
incoordenacdo motora e urina cor de sangue (mioglobineria), também a Samambaia,
Pteridium aquilinum, que causa hematiria enzodtica e sindrome hemorrdgica aguda. A
Tannergrass, Brachiaria radicans, que causa anemia hemolitica e urina de cor
marromavermelhada. Por desequilibrios alimentares, como a Intoxicacdo por cobre, onde o
excesso de cobre na alimentacdo pode resultar em anemia hemolitica com manifestacao de
fraqueza, urina cor de sangue e ictericia. No entanto, essa intoxicacdo € mais comum em
ovinos. Em bovinos sua ocorréncia é acidental. A deficiéncia de fésforo que pode ocorrer
hemoglobinuria pds-parto em vacas com duas a trés semanas apos o parto, caracterizada por
anemia, urina cor de sangue e fraqueza geral (Kessler & Schenk, 1998a; Lemos et al., 1998;

Tokarnia et al., 2000).

2.2.8.1 Métodos diretos

O isolamento bacteriano € um teste de alta especificidade, porém com limitagdes,
pois, trata-se de uma técnica dificil, onerosa e desenvolvida em laboratérios especificos
(BOLIN, 1999; BOLIN, 2003). Os espécimes clinicos de eleicdo sdo urina, Utero, rim e
produtos oriundos de abortamento (ELIIS, 1994).
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A técnica de Microscopia em Campo Escuro é 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
visualizacdo do agente. Identifica a Leptospira spp. presentes em soro sanguineo, liquido
cérebro espinhal, fluido peritoneal, tecidos ou contetido géstrico de fetos abortados. E
utilizada amostras de urina na fase de leptospirdria; quando realizada de forma imediata apés
colheita, aumenta a probabilidade da obtencdo de resultado positivo, pois, o diagndstico €
fundamentado na motilidade e morfologia das Leptospiras. (SANTA ROSA, 1970; FAINE,
1982; BOLIN, 1996; LEVETT, 2001).

A prova de Imunofluorescéncia direta € utilizada para identificar o agente no
sangue, tecidos, urina e sedimentos. E uma técnica restrita para de estudo experimental com
pouco uso no diagndstico de casos clinicos (LEVETT, 2001). J4 a técnica de
Imunohistoquimica pode ser realizada para diagndstico de Leptospira spp em 6rgaos, visando
correlacionar as lesdes com a presenca da bactéria nos tecidos (BOLIN, 2003).

O teste de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) € utilizado para a investigacao
em quantidades minimas do DNA do micro-organismo, porém possui desvantagens por
apresentar dificuldade no isolamento, devido ser laborioso utilizado de forma restrita por
alguns laboratérios e ser oneroso. Utiliza-se amostras bioldgicas, como soro, liquido cérebro-
espinhal, urina, fezes, tecidos, leite, s€men e embrido (BAL et al., 1994; PINHEIRO et al.,
2001; FRAGA, 2009).

2.2.8.2 Métodos indiretos

O método da prova de Macro Aglutinacdo e de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), s@o 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, com antigenos inativados pelo formol. (BRASIL, 1995;
BOLIN, 2003).

A prova de Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica (ELISA) € realizada com Kkits
comerciais, que tem como vantagens serem de facil execugdo, os reagentes podem ser
armazenados por maior periodo de tempo sem perderem a reatividade e a capacidade de

diferenciar a infeccdo ocorrida no passado com o presente. Ocorre uma deteccdo de



29

7z

imunoglobulinas especificas da classe IgM e IgG, contudo, é contra indicada para a
identificacdo dos sorogrupos e das sorovariedades (WHO, 2003; SOUZA, 2012).

A Soroaglutinacdo Microscépica (SAM), segundo Lilenbaum (1996) e
Vasconcellos (1997), € considerada a reagdo soroldgica padrdo para o diagndstico da
leptospirose, tornando-se preconizada pela OIE (padrdo ouro) de referéncia internacional. E
um procedimento laboratorial mais amplamente empregado para o diagndstico etiolégico da
infeccdo animal. (LEVETT, 2001; BRASIL, 2005; OIE, 2014). Possui sensibilidade e
especificidade elevadas, porém, hd desvantagem de ndo diferenciar anticorpos IgM e IgG
(anticorpos resultantes de infeccdo ou vacinais). O SAM detecta anticorpos séricos
especificos, contra uma cole¢do de antigenos vivos dos diferentes sorogrupos de Leptospira
spp. O ponto de corte (cut-off) do teste € a diluicdo dos soros igual ou superior a 1:100

(LEVETT, 2001; OIE, 2014).

2.2.9 Controle

O controle da leptospirose devem conter estratégias que envolvam os fatores
ambientais, os reservatorios € o homem, desta forma, deve estar relacionada a cadeia de
transmissao do agente, englobando a investigacdo dos sorovares, deteccdo das fontes de
infec¢do com realizacdo de diagndstico, prevengdo da entrada de animais portadores, deteccao
e eliminacdo dos mesmos das propriedades, realizacdo de exames soroldgicos, tratamento e
imunoprofilaxia dos susceptiveis (HASHIMOTO, 2012; LIBENBAUM, 1996).

Outras medidas devem ser tomadas para o controle da leptospirose como: o
condicionamento e a eliminagdo do excesso de dgua livre, armazenamento dos alimentos para
o uso humano e animal em instalagdes que impecam a entrada e permanéncia de roedores e de
outras espécies domésticas, destino correto do lixo, descarte de materiais em desuso,
desratizacdo, realizacio de inseminacao artificial através de centrais idoneas, além de tomadas
de medidas de biosseguranca (COELHO, 2011; SILVA et al., 2012).

Conforme Brasil (1995), a vacinacdo obviamente é o método de controle de
escolha. A protecdo especifica dos animais susceptiveis € obtida com o uso de vacinas
inativadas que contenham os sorovares de Leptospiras spp. presentes na regido (SALLES &

LILENBAUM, 2000). Deve ser aplicada entre trés a quatro meses de idade, com dose de

refor¢co apds trinta dias e com vacinagdes semestrais ou anuais, de acordo com as condigdes
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ambientais, levando em consideracdo que quanto maior o risco de exposi¢dao, menor deve ser 0
intervalo entre as revacinacdes (LEITE, 2000).

No que concerne as vacinas contra Leptospira spp., CHIARELI et al. (2012)
citaram que essas devem conter as sorovariedades presentes no rebanho para que a vacina seja
eficiente. Os autores também descreveram que os anticorpos gerados pela vacina anti-
Leptospira sdo da classe IgG, que atuam nos epitopos (sitios de ligacdo do antigeno com
receptores celulares ou anticorpos) do antigeno e que podem ser transudados para o utero,
agindo sobre a infeccdo uterina. Contém os sorovares de Leptospira canicola, L.
grippotyphosa, L; hardjo, L. icterohaemorrhagiae, L. pomona e L. wolffi, inativadas pelo
formol e adsorvidas em hidréxido de aluminio.

A Organizacdo Mundial da Sanidade Animal menciona a importancia do programa
de vacinagdo, que deve ser adaptada a populacdo alvo e que o rebanho seja vacinado antes de
sua exposicdo a areas contaminadas. Os bovinos destinados a reproducdo que necessitam ser
transportados deverdao conter certificacio quanto a auséncia de sinais clinicos para
leptospirose, conforme preconizado pelo Codigo Sanitdrio para os Animais Terrestres (OIE,

2014).

2.2.10 Tratamento

O tratamento visa minimizar o potencial de transmissibilidade, tendo em vista, o
bloqueio da eliminagcdo através da urina, s€émen e secrecdo vaginal. Diante de diversos
produtos testados, a estreptomicina e seus andlogos (diidro), ¢ o medicamento mais indicado.

De acordo com Moreira (2010) a dose recomendada usualmente € tunica, na
concentracdo de 25mg/Kg de peso vivo, aplicada por via intramuscular, porém, a terapia com
diidroestreptomicina € limitada, por ser dispendiosa. Em animais para reproducdo com alto
valor zootécnico, hd necessidade de 50 mg/Kg por peso vivo, para obten¢do de boa eficicia
(FAINE et al., 1999; LEITE, 2000).

O tratamento com estreptomicina pode ser combinado com ampicilina ou com
grandes doses de penicilina G. Uma unica dose de estreptomicina (25 mg / kg) poderia
remover o portador renal cronico causado pela Leptospira Pomona e outros antigenos;
infec¢des cronicas pela Leptospira Hardjo tipo Hardjo-prajitno podem resistir ao tratamento.

Oxitetraciclina injetaveis de longa duragdo, na dose de 20 mg / kg ou amoxacilina, na dose de
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15 mg / kg (48 h de intervalo) pode substituir a estreptomicina no tratamento das infecc¢oes

cronicas.

2.2.11 Importancia Econdmica

A leptospirose acarreta grandes prejuizos, pois além de ser uma zoonose, causa
considerdveis perdas econdmicas no rebanho bovino, devido a problemas reprodutivos e
reducio na producdo de leite (BOLIN, 2003; GENOVEZ, 2009). Em criacdes de
subsisténcias, que sdo dependes da produg¢do animal para o sustento, perdem produtos e
subprodutos para alimentacdo de seus familiares (FAINE et al., 1999). E por ndo ser uma
doenca de notificacdo compulsdria, ndo had organizacdo de campanhas sistematizadas no
combate a esta enfermidade (ARAIjJ O et al., 2005).

As perdas econdOmicas 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 pds-parto, aumento no periodo de intervalo entre partos, diminui¢cdo da
producdo de bezerros, nascimento de crias fracas, bem como, a queda da producdo leiteira
(FAINE et al.,1999; AZEVEDO, 2001; RADOSTITS et al., 2002).

Os custos indiretos estdo relacionados as despesas com assisténcia veterindria,
tanto com animais de producdo, quanto animais domésticos, vacinas, exames laboratoriais,
implementacdo de programas sanitdrios, controle de roedores em pastos e na obtengdo de
equipamentos de protecdo individual (EPI’s) para as pessoas que se encontram sujeitas aos

riscos (FAINE et al., 1999; AZEVEDO, 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1. Geral

Realizar um estudo sobre a ocorréncia de Leptospira spp. em rebanhos bovinos

curraleiros (pé-duro) dos municipios de Amarante e Grajai do Estado do Maranhdo, Brasil.

3.2 Especificos

- Estimar a frequéncia da leptospirose em rebanhos bovinos curraleiros (pé-duro) dos

municipios de Amarante e Grajau do Estado do Maranhio, Brasil;

- Identificar os sorovares predominantes do complexo Leptospira spp. em rebanhos bovinos

pé-duro do Estado do Maranhao, Brasil.
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4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudo

O Estado do Maranhao esté 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 precipitacao
pluviométrica de 197 mm (LABMET, 2014). Possui area territorial de 331.937,450 km?. Esta
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 Pard. O Estado contém 217 municipios e uma populagdo
estimada em 6.954.036 habitantes (IBGE, 2016).

O estudo foi realizado nos municipios de Amarante e Grajai, no Estado do
Maranhao, localizados na regional de Imperatriz e Barra do Corda, respectivamente,

observado na figura 1.
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Figura 1 - Mapa do Estado do Maranhao, em destaque os municipios de Amarante e Grajad, MA, Brasil,

2017.
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Grajal encontra-se ao noroeste de Amarante. Em 2008, conforme a Produgdo da
Pecuéria Municipal (PPM), esses municipios se classificam entre maiores rebanhos bovinos
do maranhdo. Esses municipios também possuem proximidades de reservas indigenas como
os Povos Indigenas Araribdia, Bacurizinho, Cana-Brava, Governador, Krikati, Morro Branco
e Urucu-Jurud.

O municipio Amarante, Oeste Maranhense, possui uma drea territorial de
7.438,192 km2, com uma populacdo estimada em 40.756 mil habitantes. Apresenta um efetivo
rebanho bovino de aproximadamente 251.609 cabecas. O municipio Grajad, Centro
Maranhense, possui um darea territorial 8.863,570 km2, com uma populacdo estimada em
68.458 mil habitantes. Possui um rebanho efetivo bovino de aproximadamente 160.822

cabecas (IBGE, 2015).

4.2 Selecao das propriedades e animais

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) trata com tanta
preocupacio a raca que considera o gado Pé-Duro/Curraleira um patrimonio genético de valor
incomensuravel que precisa ser resgatado e deve ser tratado como uma questdo de seguranca
nacional. Com isso, o critério de selecdo baseou-se nos municipios que possuem criagao de
gado da raga curraleira/pé-duro. Estes municipios, conjuntamente fazem parte de projetos a
preservacdo da raca, rebanhos com no minimo 10 animais, presenga de f€meas e machos na
faixa etaria de > 24 meses.

Foi considerado um efetivo de 95 bovinos curraleiro, distribuidos em dois
rebanhos de dois municipios distintos, resultando 42 animais no municipio de Amarante e 53
animais em Grajad. A distribui¢do dos rebanhos e o nimero total de amostras, conforme as

UR'’s e municipios encontram se distribuidos na (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo das Unidades Regionais com seus respectivos municipios, nimero de rebanhos e

amostras, Maranhao, Brasil, 2017

Unidades Regionais Municipios N° de Rebanhos N° de amostras

IMPERATRIZ Amarante 1 42

BARRA DO CORDA Grajau 1 53
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TOTAL 2 95

Fonte: Elaborado pela autora

4.3 Coleta das amostras

As amostras de soro foram colhidas nos meses abril e julho de 2015. A cada
coleta era registrado a identificagdo do animal, sexo, avaliacdo do escore corporal, nome da
propriedade, data da coleta e sequéncia das amostras. A coleta foi realizada por meio de
puncdo da veia jugular, apds a limpeza e desinfec¢do da drea com dlcool-iodado, utilizando
agulhas descartdveis (25x8mm) e tubos a véicuo de 10 mL (vacutainer), devidamente
esterilizados e identificados. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente até
ocorrer coagulacdo e retragdo do codgulo, sendo conduzidas posteriormente sob refrigeracao
até o Laboratério de Doencas Infecciosas do Curso de Medicina Veterindria da Universidade
Estadual do Maranhao — UEMA, onde foram centrifugadas a 1.000rpm, durante 15 minutos.
As aliquotas de soro obtidas foram transferidas com pipeta Pasteur para tubos pldsticos de
polipropileno - Eppendorf®,com capacidade de 2,0 mL e mantidas sob temperatura de

congelamento (-20°C) até o momento da realizacdo do teste soroldgico (SAM).

4.4 Obtencao de Informacoes

Durante as coletas eram questionado algumas informagdes visando obter uma
no¢ao do manejo de criagcdo e sanitario. No manejo de criacdo era discutida sobre o tipo de
criacdo, aquisi¢do, quarentena, quantidade de machos e fémeas, tipo de exploragdo, criagdo
com outros animais e identificacdo dos animais. No manejo sanitdrio sobre a assisténcia
veterindria, vacinagdo, controle de ecto e endoparasitas, taxa de aborto e mortalidade e
doencas predominante no rebanho. E também sobre a fonte de agua e alimentacdo, manejo

reprodutivo e pasto oferecido.

4.5 Técnica Sorolégica

Para detectar anticorpos contra Leptospira interrogans, todos os soros foram

submetidos a prova de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM), descrita por Galton et al. (1965)

e Cole et al. (1973), recomendada pela WHO (1967) e OIE (2010). Foram utilizados
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antigenos vivos compostos por 31 sorovares do complexo Leptospira spp., provenientes do
banco do Laboratério de Diagndstico de Doencas Infecciosas da Universidade Estadual do

Maranhido (UEMA), listados na tabela 2.

Tabela 2 - Cole¢do de antigenos do complexo Leptospira spp. de referéncia utilizados na prova de

Soroaglutinagdo Microscépica (SAM), segundo sorovar, 2017

31 SOROVARES
la L.Australlis 9 L.Grippotyphosa 18 L.Taransovi
1b L.Brastilava 10 L.Hebdomadis 19 L.Adamanda
2a L.Autuminallis 11a L.Compenahgue 21  L.Patoc
2b L.Butembo 11b L.Icterohemorragiae 22 L. Guaricura
3 L.Castellonis 12 L.Javanica 23 L. Nupezo
4a L.Batavae 13 L.Panamd 24 L. H. Miniwazizak
5 L.Canicola 14a L.Pomona 25 L. Hardjoprajitno
6b L.Whitcombi 15 L.Pyrogenes 26 L. Cantagalo
7 L.Cynope 16a L.Hadjo 27 L. H. Bovis
8a L. Djasiman 16b L.Wolff
8b L.Sentot 17  L.Shermani

Fonte: Elaborado pela autora

4.6 Preparacao do antigeno

O antigeno foi preparado utilizando-se culturas vivas de 31 variantes soroldgicas
de Leptospira spp. mantidas em meios semissOlidos de FLETCHER (1928) e meio liquido
EMIJH (DIFCO®-USA), suplementados com 10% de soro de coelho estéril, filtrado em
membrana Millipore de 45 um para reteng@o 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 31 tubos de ensaio e adicionados o meio de
FLETCHER e aos outros 31 tubos foram adicionados o meio de EMJH (DIFCO®-USA).

Sequencialmente os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a temperatura
de 28° a 30°C durante 7 a 14 dias. Os indculos foram repicados semanalmente em novos tubos
contento os dois meios. Como parte do protocolo laboratorial, todas as culturas eram
examinadas ao microscépico de campo escuro antes de iniciar a técnica, como o propdsito de

averiguar o grau de pureza, motilidade, possivel auto aglutinacdo e contaminagao.

4.7 Realizacio e interpretacao da Técnica de SAM
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Inicialmente cada amostra de soro foi diluida a 1:50 (0,Iml de soro testado +
0,4ml de solu¢do tamponada de Sorensen com pH acertado para 7,2.) Desta dilui¢do, foi
retirada com auxilio de um pipetador automéatico S0uLL e foram distribuidas em placas de
porcelana escavadas (placa de toque), logo apds foi adicionado 50uL de cada antigeno
correspondente obedecendo a numeracdo das placas (soro testado x antigeno), obtendo-se
uma diluicdo acertada de 1:100, marcou-se no crondmetro 4 minutos para aguardar a reacao.
Cada amostra soroldgica foi testada frente a bateria antigénica de 31 sorovares do complexo
Leptospira spp. A seguir, as diluicdes de 1:100 eram transferidas das placas para laminas de
fundo fosco, para visualizacio das reagdes de aglutinagdo no microscopico de campo escuro,
com lente objetiva de 10 x 0,20 e ocular de 10 x100.

Para interpretacao da prova SAM foi considerado reacdo positiva a presenga de
aglutininas anti-Leptospira spp. nas amostras com aglutinagdo microscopica igual ou superior
a 50% em relacao ao controle positivo. Apds a leitura o grau de aglutinacdo seguia o seguinte
critério: 1 + (menos de 50% de Leptospira aglutinada), 2 + (cerca de 51% a 74% de
aglutinagdes) 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.

4.8 Analises dos dados

A prevaléncia estimada dos animais soropositivos em cada municipio foi

calculada pela razdo do nimero de animais soropositivos multiplicado por 100 e dividido pelo

total de animais a serem testados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas um total de 95 amostras de soro bovino da raga Curraleira Pé-
duro provenientes dos municipios de Amarante (42) e Grajaud (53), Maranhao, Brasil. Destes,

95 (100%) foram reagentes ao teste de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo da frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. por amostras de soro de animais

bovinos da raga Curraleira Pé-duro dos municipios de Amarante e Grajad, Maranhao, Brasil, 2017

N° de animais

Municipios Examinados Reagentes* Freq..(%)
Amarante 42 42 100,0%
Grajai 53 53 100,0%

Total 95 95 100,0%

Fonte: Elaborado pela autora

A frequéncia citada no referido trabalho assemelha-se a de Favero et al. (2001) em
21 estados brasileiros, com pelo menos um animal positivo, foi de 84,1%, com valores
variando entre 74% e 100%, incluindo rebanhos positivos em todos os estados analisado.
Também, com Figueiredo et al. (2009) em 22 municipios de Mato Grosso do Sul, de 90,4%,
por Homem et al. (2001) no municipio de Uruara, Pard, de 97%, Aguiar et al. (2006), no
municipio de Monte Negro, Rondonia, de 95,3% e por Santos et al., (1988), no municipio de
Sao Luis, Maranhao, de 94%.

Em relacdio a prevaléncia em rebanhos bovinos da raga Curraleira Pé-duro
corroboram com os citados de Juliano et al. (2000) com 81,90% de soropositividade, com
Marques (2008) que observou prevaléncia de 62,20% em 4571 animais em todo o estado de
Goids e com os achados por Campos Jr. et al. (2006) em rebanhos leiteiros na Microrregidao
de Goiania-GO com 74,28 %.

Neste sentido, o fator racial parece nao ter influenciado na resposta soroldgica em
relacdo a leptospirose, ao se comparar a raca Curraleiro com outras ragas bovinas, resultado
respaldado por Lilenbaum & Souza (2003), que citaram que o fator raca, em bovinos, ndo é
considerado fator de risco, apesar deste ser citado para outras espécies animais como equinos

(LANGONT et al., 2000) e caninos (PRESCOTT et al., 2002).
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Entretanto, os resultados obtidos no referido estudo, discordam de Juliano et al.
(2016) com uma frequéncia de sororeagentes de 46,81% para leptospirose em um total de
1002 amostras, no estado de Goias com 39,52% e 54,23% no Tocantins. Também, diferente
dos resultados descrito por Favero et al. (2001) para GO (46,50%), e TO (41,20%) e de Santin
(2008) encontrou indices mais elevados (58,6%) com 58 amostras.

Por meio de informacdes fornecidas por proprietdrios ou funciondrios dos
criatérios foi possivel constatar que todos os animais eram criados em regime extensivo,
sendo que em todas as propriedades era utilizada monta natural, alimentagdo a pasto € nao
havia pasto maternidade. Em relacio ao esquema de vacinacdo, todos os rebanhos eram
vacinados contra aftosa, brucelose e raiva, exceto contra leptospirose. Nas propriedades foi
relatada diversidade de fauna e flora nativas. Quanto a presenca de mananciais e outros
animais domésticos, em todas as fazendas havia &4gua corrente e acudes, e criacao
concomitante de suinos, ovinos, caprinos, equinos, galinhas, caes e gatos. Apesar dos animais
ndo possuirem contato direto. E a ocorréncia de aborto e a taxa de mortalidade baixa. Todos
os fatores de riscos descritos interferem para a alta frequéncia de soropositividade nos
rebanhos do estudo.

Apesar de se tratar de animais de raca distinta, os animais dos municipios
avaliados foram detectados bovinos sororeagentes, com positividade em 100% das
propriedades de Curraleiros Pé duro, indicando comportamento enzodtico da infeccio.
Devido as condi¢des ecoldgicas do Maranhdo sdo altamente favordveis a ocorréncia da
leptospirose bovina, uma vez que o agente sobrevive mais tempo em dreas alagadas, com
temperaturas elevadas e solo com pH neutro ou ligeiramente alcalino com presenga de matéria
organica (CORREA, 1992).

Dos 31 sorovares pesquisados, os mais frequentes foram: Sentor 64/95 (67,4),
Patoc 61/95 (64,2), Guaricura 57/95 (60,0), Gryppotyphosa 56/95 (58,9%), Anadamana
52/95 (54,7), Wolff 50/95 (52,6), e H-CTG 48/95 (50,5) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Distribui¢do de anticorpos detectados contra os sorovares de Leptospira spp submetidos a prova de

SAM nos municipios de Amarante e Grajad, Maranhao, Brasil, 2017.

Municipios
Sorovar Amarante Grajad Total

N  Reag* % N  Reag* % N  Reag* Yo
Australlis 42 5 11,9 | 53 1 1,9 | 95 6 6,3
Brastilava 42 - - 53 - - 95 - -
Autuminallis 42 - - 53 - - 95 - -
Butembo 42 3 7,1 | 53 4 75 | 95 7 7.4
Castellonis 42 1 24 | 53 - - 95 1 1,0
Batavae 42 - - 53 2 4,8 | 95 2 2,1
Canicola 42 - - 53 - - 95 - -
Whitcombi 42 3 7,1 | 53 1 20,7 | 95 14 14,7
Cynope 42 1 24 | 53 3 5.7 | 95 4 4,2
Djasiman 42 10 23,8 | 53 37 69,8 | 95 47 49,5
Sentot 42 19 452 | 53 45 84,9 | 95 64 67,4
Grippotyphosa 42 27 64,3 | 53 19 45,2 | 95 56 58,9
Hebdomadis 42 12 28,6 | 53 21 39,6 | 95 33 34,7
Compenahgue 42 5 11,9 | 53 5 94 | 95 10 10,5
Icterohemorragiae 42 4 95 | 53 7 13,2 | 95 11 11,6
Javanica 42 4 9,5 [ 53 5 94 | 95 9 9,5
Panamad 42 2 4,8 | 53 2 4,8 | 95 4 4,2
Pomona 42 3 7,1 53 1 1,9 | 95 4 4,2
Pyrogenes 42 11 26,2 | 53 10 18,9 | 95 21 22,1
Hadjo 42 3 7,1 | 53 5 94 | 95 8 8,4
Wolff 42 24 57,1 | 53 16 30,2 | 95 50 52,6
Shermani 42 11 26,2 | 53 34 64,1 | 95 45 474
Taransovi 42 2 48 | 53 5 94 | 95 7 7.4
Adamanda 42 20 47,6 | 53 32 60,4 | 95 52 54,7
Patoc 42 26 61,2 | 53 35 66,0 | 95 61 64,2




Guaricura
Nupezo
H.Miniwazizak
Hardjoprajitno
Cantagalo (CTG)
H. Bovis

42
42
42
42
42
42

26

24
26
4

61,2
19,0
11,9
57,1
61,2
9.5

53
53
53
53
53
53

31
16

22

41

58,5 | 95 57 60,0
30,2 | 95 24 25,3
4,8 | 95 8 8,4
13,2 | 95 31 32,6
41,5 | 95 48 50,5
19 | 95 5 5,3

*Titulagdo de anticorpos = 1:100; n= quantidade de animais

Fonte: Elaborado pela autora

A frequéncia de resposta soroldgica por sorovar nos dois municipios estudados

estd apontada nas figuras 2 e 3. Em decorréncia da frequéncia elevada de co-aglutina¢des por

antigeno diferentes, foi necessdrio realizar uma analise separada. Foi possivel verificar

predominancia de resposta ao sorovares Patoc e Guaricura, elevada ocorréncia de co-

aglutinagdes, além de resposta importante ao sorovar Grippotyphosa e Sentot.

B L.Grippotyphosa
B L.Wolff

H L.Patoc

W L. Guaricura

B L. H. Prajitno

mLCTG

FIGURA 2 - Frequéncia de reagdes positivas pelos principais sorovares de Leptospira spp. em rebanho bovino

Curraleiro reagentes no teste de SAM do municipio de Amarante, Maranhdo, Brasil.
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100
20 B L. Djasiman
M L.Sentot
60  L.Shermani

40 B L.Adamanda

m L.Patoc
20

m L. Guaricura

FIGURA 3 - Frequéncia de reagdes positivas pelos principais sorovares de Leptospira spp. em rebanho bovino

Curraleiro reagentes no teste de SAM do municipio de Grajad, Maranhio, Brasil.

A sorovariedade Sentot (67,4%) foi a mais encontrada reagentes a prova de SAM,
seguida pelas Patoc (64,2), Guaricura (60,0), Gryppotyphosa (58,9%). As altas frequéncias
obtidas neste estudo, em relacdo a esses sorovares, podem estar associadas a presenca de
roedores e animais silvestres no ambiente. Conforme Cubas et al. (2007), a constante presenca
dessas espécies em dreas rurais atuam como importantes reservatorios.

Além do sorovar Sentot, variantes soroldgicas encontradas neste estudo como
Hebdomadis (34,7%), Tarassovi (7,4%), Pyrogenes (22,1%), Copenhageni (10,5%), Australis
(6,3%), Castellonis (1,0%), Icterohaemorrhagiae (11,6%), Panamd (4,2%), € Andamana
(54,7%) remetem, também, a suspeita da existéncia de animais selvagens de vida livre nas
propriedades. Estas sorovariedades encontradas sdo acidentais e suas descricdes estdo
associadas a animais silvestres, que de acordo com Santa Rosa et al. (1975;1980).

No presente estudo, a alta prevaléncia observada para a sorovariedade Sentot e
Patoc, corrobora com Oliveira (2013), onde relata que Patoc (95,3%) foi a mais encontrada,
seguido pelo sorovar Sentot (76,6%) no Estado do Maranhdo. A observacdo de maior
prevaléncia para o sorovar Sentot difere da maioria dos inquéritos sorolégicos realizados em
bovinos no Brasil (FAVERO et al., 2001; LANGONI et al., 2001; MINEIRO et al., 2003;
ARAUJO et al., 2005; AGUIAR et al., 2006; MAGAJEVSKI et al., 2007), que observaram a
maior ocorréncia das sorovariedades Hadjo e Wolff em rebanhos bovinos, e no Estado do

Maranhao trabalhos realizados por Silva et al. (2012), que relataram uma frequéncia de 12,
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42% para o sorovar Patoc. Os bovinos Curraleiros apresentaram aglutininas anti-leptospira
para o sorovar Patoc em 64,2% das amostras positivas, diferente dos achados de Romani
(2012), com apenas 3%.

No estudo de Juliano (2006) variedades de Leptospira spp. para as quais OS
bovinos sdo hospedeiros acidentais também foram registradas em niveis importantes em
Curraleiros, com 10,85% para Grippotyphosa e 12,81% para Hebdomadis. E Romani (2012)
descreve em bovinos Curraleiros 8,0% das reagdes tiveram como sorovar mais provavel
Grippotyphosa.

Resultados diferentes do presente estudo para raga Curraleira Pé duro, foram
encontrados por Favero et al. (2001) e Aguiar et al. (2006) determinaram que os sorovares,
mais frequentes foram Hardjo, Wolff e Pomona, nos estados do Parana e Minas Gerais. E nos
estudo de Santin (2008) com Hardjo e Wolff frequentes, também observadas por Castro
(2006).

De acordo com Ellis et al. (1994), os fatores ambientais e priticas de manejo siao
importantes na infec¢do de bovinos susceptiveis por sorovares nos quais o reservatorio natural
sdo outras espécies animais. Esta afirmativa parece ser aplicavel aos rebanhos estudado, pois
teriam sua ocorréncia dependente de espécies da fauna local, principalmente oriundas de
reservas indigenas possuindo contatos esporddicos dos bovinos com esses reservatorios.

Este resultado reveste-se de especial significado, pois, os bovinos sdo susceptiveis
a infeccdo por vdrios sorovares de Leptospira spp patogé€nicas que existam no seu habitat,
podendo esta infeccdo ocorrer direta ou indiretamente através de duas fontes: de outros
bovinos portadores ou outros hospedeiros que habitem o mesmo ambiente (ELLIS et al.,
1976).

De acordo com Marques et al. (2010), € correto afirmar que quando transmissao €
de bovino a bovino, algumas medidas devem ser realizadas: evitar a introducdo de novos
animais no rebanho, ou apenas aquelas que constatarem negatividade ao sorodiagnoéstico;
tratar os animais sororeagentes e fortalecer a imunidade utilizando uma vacina que contenha
as principais variedades presentes na regido. E em casos de infec¢Oes incidentais,
determinadas por sorovares que ndo sao mantidos pelos bovinos, deve-se identificar de que
forma o rebanho estd sendo exposto ao contato com 0s reservatdrios naturais, como ratos e
animais silvestres. E apds a identificacdo adotar medidas de higiene e da criagc@o, controlando

a leptospirose. O processo de controle deve ser monitorado por sorodiagnostico anual.
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6 CONCLUSAO

Em rebanho de bovinos Curraleiros a frequéncia de animais sororeagentes para
leptospirose € alta nos municipios de Amarante e Grajad do Estado Maranhdo. Indicando
ampla disseminacdo da infec¢do nos Nucleos de Conservacdo da Raca.

Os sorovares L. Sentot, L Patoc , L. Guaricura e L. Gryppotyphosa foram os mais

encontrados na totalidade da populacdo amostrada.

7 CONSIDERA COES FINAIS

Diante desses resultados, se faz necessdrio implantar medidas sanitdrias, com
vistas na imunonoprofilaxia, entre outras estratégias de controle, para a detec¢do precoce € o

fortalecimento na redu¢do de focos da Leptospirose nestes criatdrios.
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