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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar a epidemiologia da leptospirose em rebanhos
bovinos com atividade reprodutiva do estado do Parana. Para este estudo, o estado foi
estratificado em sete circuitos produtores. O delineamento estatistico, as amostras sorolégicas
e as informacdes referentes as propriedades foram as empregadas para o estudo da brucelose
bovina no Estado do Parand, dentro do contexto do Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT). Foram determinados a prevaléncia de
anticorpos-Leptospira spp, sua distribuicdo espacial e os fatores de risco associados a
infeccdo no estado. Para todo o estado, foram avaliadas 14.163 fémeas bovinas com idade >
24 meses, provenientes de 1.926 rebanhos ndo vacinados contra a leptospirose. As
informacBes necessarias para 0 geoprocessamento foram obtidas durante as visitas as
propriedades rurais, nas quais foram aplicados 0s questionarios epidemiolégicos para a
obtencdo de informacg6es epidemioldgicos e praticas de manejo empregadas e realizadas as
coletas de amostras de sangue. Para o diagndstico soroldgico da infeccdo foi utilizada a prova
de soroaglutinacdo microscépica (SAM) com 22 sorovares de Leptospira spp. O programa
ArcGIS 9 foi utilizado para a confeccdo do mapa de risco final, definindo as areas de maior
risco epidemioldgico da enfermidade no estado. A prevaléncia de rebanhos e animais do
estado foi de 54,28% [52,05-56,51] e 37,70% [34,54-40,86]. Nos circuitos produtores, a
prevaléncia de rebanhos e animais foram respectivamente: circuitol: 77,74% [72,44-82,45] e
41,13% [34,0748,20]; circuito 2: 82,50% [77,53-86,76] e 47,29% [39,33-55,25]; circuito 3:
59,49%[53,42-65,35] e 34,89% [27,70-42,09]; circuito 4: 66,06% [60,12-71,65] e 48,09%
[41,29-54,89]; circuito 5: 34,77% [29,19-40,67] e 22,96% [14,33-31,60]; circuito 6: 27,60%
[22,44-33,24] e 28,59 [18,7038,48]; circuito 7: 40,08% [34,04-46,35] e 24,43 [15,31-33,56].
As variaveis relacionadas a caracteristica da populacdo animal e ao manejo zootécnico dos
rebanhos foram associadas a soropositividade a Leptospira spp no estado do Parand. A
visualizacdo espacial dos rebanhos sororeagentes na SAM permitiu identificar as regioes
noroeste/norte e sudoeste como as areas de maior ocorréncia e risco da enfermidade no
estado. Estes resultados indicam que a leptospirose estd amplamente distribuida no estado do
Parana e que fatores de risco relacionados as caracteristicas das propriedades e ao manejo
estdo associados a infeccdo. Foi realizado o acompanhamento soroldgico, molecular e
tentativas de isolamento em amostras de urina de um Unico rebanho bovino de leite
naturalmente infectado pela Leptospira spp, constituido por 50 fémeas em idade reprodutiva,
localizado na regido norte do estado do Parand. Os animais apresentavam historico de
abortamentos e infertilidades e ndo haviam sido vacinados contra a leptospirose. Entre
novembro/2009 a abril/2011, foram realizadas cinco coletas de sangue e urina em intervalos
regulares de quatro meses. Para a realizagdo da SAM, foram colhidas amostras de sangue das
50 fémeas do rebanho. Dentre estas, foram colhidas amostras de urina de 20 fémeas com
titulos de anticorpos > 1 00 na SAM para a realizacdo da nested-PCR (n-PCR) e cultura para
isolamento bacteriano. Adicionalmente, duas coletas de urina foram realizadas em cinco
animais que apresentaram titulos de anticorpos < 100 na SAM para a realizagdao da n-PCR. Os
produtos amplificados na n-PCR foram sequenciados e a identidade das sequéncias foram
comparadas com as depositadas no GeneBank, utilizando o programa BLAST. O perfil
soroldgico dos animais avaliados considerou o sorovar Hardjo como o mais provavel em



todas as amostras de soros testadas, com titulos variando entre 20 e 1600. Em todas as coletas
de urina realizadas, foi constatada a presenca de animais positivos na n-PCR. A técnica de n-
PCR foi capaz de detectar o DNA de leptospiras na urina de animais que apresentaram titulos
de anticorpos > 100 e < 100 na SAM. As amostras de urina semeadas ndo apresentaram
crescimento de Leptospira spp nas avaliagdes realizadas semanalmente. O sequenciamento
realizado identificou 100% de homologia com a Leptospira interrogans. Este trabalho sugere
que o sorovar Hardjo pode ser considerado como o provavel sorovar circulante no rebanho e o
causador dos problemas reprodutivos dos animais estudados. Os dados obtidos demonstram
que os titulos minimos considerados positivos (> 100) na sorologia de bovinos infectados,
principalmente para o sorovar Hardjo podem falhar em detectar animais positivos para a
leptospirose. Este trabalho demonstrou que o estabelecimento de outros titulos como ponte de
corte para este sorovar na SAM e a utilizacdo da n-PCR podem ser considerados,
principalmente para a identificacdo de animais portadores renais, 0 que possibilitaria o0 melhor
controle da leptospirose bovina.

Palavras-chave: Prevaléncia. Fator de risco. Monitoramento. Diagnostico. Leptospira spp.
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ABSTRACT

The present study aimed to study the epidemiology of Leptospira spp in cattle herds with
reproductive activity of the state of Parana. In this study, the state was stratified into seven
producer circuits. The statistic delineation, the serum samples and information regarding of
the selected farms, were the same employed in the study of bovine brucellosis for Parané state
in the context of National Program for Control and Eradication of Brucellosis and tuberculosis
(PNCEBT). Were determined the prevalence of antibodies against Leptospira spp and their
spatial distribution, as well as to identify the risk factors associated with infection in the state.
For Parand state, were tested 14.163 females aged > 24 months from 1.926 nonvaccinated
herds. The information required for geoprocessing were obtained during visits to farms, which
were applied in epidemiological surveys to obtain epidemiological information and
management practices employed and performed the collection of blood samples. For
serological diagnosis of infection was used microscopic agglutination test (MAT) with 22
serovars of Leptospira spp. The program ArcGIS9 was utilized to construct the final risk map,
defining the areas of greatest epidemiological risk of the disease in the state. The prevalence
of herds and animals of the state were 54,28% [52,05-56,51] and 37,70% [34,54-40,86]. In the
producer circuits, herds and animal seroprevalence were, respectively: circuit 1: 77,74%
[72,44-82,45] e 41,13% [34,07-48,20]; circuit 2: 82,50% [77,53-86,76] e 47,29% [39,33-
55,25]; circuit 3: 59,49%[53,42-65,35] e 34,89% [27,70-42,09]; circuit 4: 66,06% [60,12-
71,65] e 48,09% [41,29-54,89]; circuit 5: 34,77% [29,19-40,67] e 22,96% [14,33-31,60];
circuit 6: 27,60% [22,44-33,24] e 28,59 [18,70-38,48]; circuit 7: 40,08% [34,04-46,35] e
24,43 [15,31-33,56]. Variables related to the characteristic of the animal population and the
management of livestock herds are associated with seropositivity to Leptospira spp in state of
Parana. The spatial visualization of the reagents herds in MAT identified the regions
northwest/north and southwest as the areas of greatest risk and occurrence of the disease in
the state. These results indicate that leptospirosis is widely distributed in the state of Parana
and risk factors related to the characteristics of the properties and management are associated
with infection. Were performed a serological, molecular monitoring and isolation attempts in
urine samples from a single dairy cattle herd naturally infected with Leptospira spp,
consisting of 50 cows in reproductive age, located in north region of Parana state. The animals
had a history of abortions and infertility and had not been vaccinated against leptospirosis.
Among november/2009 to april/2011, were performed five blood and urine collections at
regular intervals of four mounths. To perform microscopic agglutination test (MAT), blood
samples were collected from 50 females of the herd. Among these, were collected urine
samples from 20 cows with antibody titles > 100 in MAT to perform n-PCR and culture for
bacterial isolation. Additionally, two urine collections were performed in five animals with
antibody titles < 100 in MAT to perform n-PCR. The amplified products in n-PCR were
sequenced and the identity of the sequences were compared to those deposited in GeneBank,
using BLAST program. The serological profile of the evaluated animals considered serovar
Hardjo as the most probably in all serum samples tested and the titles detected ranged from 20
to 1600. In all urine collections performed, the presence of positive animals in n-PCR were
confirmed. The n-PCR technique was capable of detecting leptospires in urine from animals



that had antibody titles > 100 and < 100 in MAT. Urine samples seeded showed no growth of
Leptospira spp in evaluations performed weekly. The sequencing performed identified 100%
homology with Leptospira interrogans. This study suggests that serovar Hardjo may be
considered the most probably serovar circulating in the herdy and the cause of the
reproductive problems in the animals studied. The results obtained show that the minimum
titles considered positives (> 100) in serology of infected cattle, mainly to serovar Hardjo may
fail to detect positive animals for leptospirosis. The establishment of other titles as cutoff
points for this serovar in MAT and the use of n-PCR can be considered, particularly for the
identification of renal carriers, which would allow better control of bovine leptospirosis.

Key-words: Prevalence. Risk factors. Monitoring. Diagnosis. Leptospira spp.
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1 REVISAO DE LITERATURA

Tépicos sobre a Leptospirose Bovina

Resumo: A leptospirose bovina é considerada amplamente disseminada, responsavel por
prejuizos econémicos na pecuaria mundial devido a interferéncia na performance reprodutiva
dos animais afetados. Muitos sdo os sorovares envolvidos na leptospirose bovina, entretanto o
sorovar Hardjo tem sido considerado o mais frequente em todo o mundo e o causador de
maior impacto na eficiéncia reprodutiva dos rebanhos bovinos infectados. Nas criagdes de
bovinos, a disseminacdo de leptospiras é caracterizada principalmente pela presenca de
animais infectados ou portadores assintomaticos que eliminam a bactéria pela urina de forma
intermitente por longos periodos, mantendo a infec¢do endémica no rebanho. Como o quadro
clinico da leptospirose bovina € comum a outras doengas infecciosas da esfera reprodutiva, o
diagnostico da infeccdo deve relacionar os sinais clinicos, as evidéncias epidemioldgicas e 0s
exames laboratoriais. O diagndstico laboratorial pode ser baseado na deteccdo de anticorpos e
deteccdo do agente ou do material genético da bactéria. As principais recomendacfes para o
controle da leptospirose bovina estdo relacionadas a identificacdo dos sorovares prevalentes
no rebanho, a deteccdo da fonte de infeccdo e dos animais infectados, imunoprofilaxia e
antibioticoterapia nos animais portadores e enfermos. A protecdo especifica dos animais
suscetiveis é obtida com o uso de vacinas polivalentes que contenham os sorovares de
leptospiras mais importantes para os bovinos. A vacinagdo e a realizac&o de testes sorolégicos
regulares sdo consideradas as medidas profilaticas eficazes no controle de novos surtos da
enfermidade.

Palavras-chave: Leptospira. Epidemiologia. Diagnostico. Controle

Topics of Bovine Leptospirosis

Abstract: Bovine leptospirosis is considered widespread, responsible for economic losses in
livestock world due to interference on the reproductive performance of affected animals.
Many are the serovars involved in bovine leptospirosis, however the serovar Hardjo has been
considered the most common worldwide and cause the greatest impact on reproductive
efficiency of cattle herds infected. In farms, the spread of leptospires is mainly characterized
by the presence of affected animals or asymptomatic carriers that eliminate the bacteria in the
urine intermittently for long periods, maintaining an endemic infection in the herd. The
clinical features of bovine leptospirosis is common to other infectious diseases of
reproduction, thus the diagnosis of infection must relate the clinical signs, epidemiological
evidence and laboratory tests. The laboratory diagnosis can be based on the detection of
antibodies and detection of the agent or the genetic material of bacteria. The principal
recommendations for the control of bovine leptospirosis are related to the identification of
prevalent serovars in the herd, the detection of the source of infection and infected animals,
immunoprophylaxis and antibiotic treatment in carriers and infected animals. The specific
protection of susceptible animals is obtained from the use of polyvalent vaccines containing
serovars of leptospiras most important for cattle. Vaccination and serological tests are
considered effective prophylatic measures to control new outbreaks of the disease.

Key-words: Leptospira. Cattle. Epidemiology. Diagnosis. Control
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Aspectos Historicos

Diversas epidemias de uma doenca ictérica de caracteristica infecciosa, com
disfungdo renal, foram observadas em seres humanos e documentadas até o final do século
XVIII, entretanto suas causas eram desconhecidas (Faine et al., 1999).

A sindrome ictérica com faléncia renal foi descrita pela primeira vez em
1812 no Cairo, por Larrey, médico militar francés, sendo posteriormente mencionada por
Landouzy em 1883, que detectou a doenca em funcionarios de limpeza de esgoto em Paris,
denominando-a como "typhus hépatique grave" (Faine et al., 1999). Entretanto, foi em 1886,
que Adolf Weil, descreveu minuciosamente a enfermidade, ap0s observar casos clinicos em
seres humanos. No ano de 1887, a doenca foi denominada, por Goldschimidt, como Sindrome
de Weil, considerada a forma mais grave da leptospirose humana (Feigin; Anderson, 1975;
Faine et al., 1999; Levett, 2001).

Em 1907, Stimson demonstrou através da coloracdo por prata, a presenca de
espiroquetas nos tubulos renais de um paciente falecido de febre amarela. As espiroguetas
apresentavam ganchos em suas extremidades e foram denominadas por Stimson de
Spirochaeta interrogans (Faine et al., 1999).

No Japdo, Inada e Ido, em 1914, a partir da inoculacdo de sangue humano
com sindrome de Weil em cobaias, comprovaram ser uma espiroqueta o agente causador. Os
mesmos autores, um ano mais tarde, concluiram que a sindrome de Weil era causada por
espiroquetas por eles isoladas, as quais deram o nome de Spirochaeta icterohaemorrhagiae. A
partir de entdo, muitos progressos foram realizados no estudo da leptospirose e no ano de
1918, Noguchi criou o género Leptospira (Faine et al., 1999).

No Brasil, a leptospirose foi reconhecida pela primeira vez no Para, por
Mcdowel em 1917 (McDowel, 1917). No mesmo ano, Aragdo verificou a presenca de
Leptospira icterohaemorrhagiae ao estudar seis Rattus norvegicus da cidade do Rio de
Janeiro (Aragdo, 1917). Posteriormente, diversos estudos sobre a leptospirose foram
conduzidos no pais (Smillie, 1921; Fonseca & Prado, 1932; Sefton, 1938, Noronha de
Miranda, 1946).

Entretanto, somente no final da decada de 30, a leptospirose passou a ser
reconhecida como um problema de saude publica e animal e, consequentemente, identificada
como uma doencga ocupacional, tendo como fator comum a exposicédo direta a tecidos ou urina

de animais contendo leptospiras (Health; Johnson, 1994; Faine et al., 1999).
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Etiologia

A leptospirose é causada por bactérias da ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae, género Leptospira. Neste género estdo reunidos 0s micro-organimos com
morfologia filamentosa, espiralados, visualizados em microscopia de campo escuro e de
contraste de fase, com afinidade tintorial pelos corantes argénticos. As leptospiras sdo
bactérias com 0,1 a 0,2 um de diametro por 6 a 20 um de comprimento, méveis, aerébias, com
elevados requerimentos nutricionais, sendo altamente sensiveis a ambientes secos, pH e
temperaturas extremas (Faine et al., 1999).

A organizacdo estrutural e a composicdo quimica das células de leptospira
sdo semelhantes as de outras bactérias gram-negativas (Haake, 2000). Apresentam trés
elementos celulares basicos: a membrana externa que envolve toda a célula, os filamentos
axiais denominados flagelos periplasmaticos e o cilindro protoplasmético que inclui a capa de
peptidoglicano da parede celular e a membrana celular (Faine et al., 1999). A camada de
peptidoglicano encontra-se associada a membrana celular, diferente das bactérias gram-
negativas, que possuem a camada de peptidoglicano associada a membrana externa (Haake &
Matsunaga, 2002).

A membrana externa das leptospiras possui uma porc¢éo fosfolipidica e uma
porcdo constituida de lipopolissacarideo (LPS), semelhante as outras bactérias gram-
negativas, exceto por apresentar menor atividade endotdxica (Faine et al., 1999). O LPS ¢
constituido de um lipidio complexo (lipideo A), ao qual estd ligado um polissacarideo
chamado antigeno "O", que se projeta para a superficie da célula. Os agucares que formam a
cadeia lateral deste antigeno "O" sdo responsaveis pelas caracteristicas antigénicas das
bactérias, variando de espécie para espécie e entre estirpes de uma mesma espécie de bactéria
(Carvalhal; Alterthum, 2002).

O polissacarideo "O" do LPS, considerado importante determinante
antigénico, é utilizado para a classificacdo soroldgica, agrupando as leptospiras em diferentes
sorovares, sendo estes considerados a unidade taxonémica (Faine et al., 1999). Cada sorovar é
representado por uma estirpe de referéncia, determinado através de testes de aglutinacdo
cruzada e teste de absorcdo de aglutininas. Os sorovares que apresentam alguma semelhanca
soroldgica, mas ainda mostram diferencas antigénicas individuais sdo agrupados em
sorogrupos.

O género Leptospira foi inicialmente dividido, baseado em caracteristicas

antigénicas, em duas especies: Leptospira interrogans, que engloba grande ndmero de
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variedades patogénicas e Leptospira biflexa, uma variedade de comportamento saproéfita
(Levett, 2001). Esta divisdo, com base em critérios relacionados as reaces soroldgicas,
apresenta na atualidade mais de 320 sorovares de leptospiras patogénicas e saprofitas (Adler;
Moctezuma, 2010).

Em 1987, os pesquisadores Yasuda, Steigerwalt e Sulzer (1987),
demonstraram a heterogeneidade genética das leptospiras através de estudos de hibridizacéo
do DNA. Em 1992, o Subcomité em Taxonomia prop6s uma nova classificacdo, baseada na
diferenciacdo molecular entre os diversos sorovares, dividindo o género Leptospira em seis
novas espécies patogénicas: L. borgpetersenii, L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L.
weilii e L. kirschneri (Quiin et al., 1994).

Em 1994, o grupo de Genética Molecular de Leptospiras do Instituto
Pasteur de Paris, utilizando o método de hidroxiapatita no estudo da relacdo entre 0 DNA dos
diversos sorovares de leptospiras, propds um modelo de classificacdo em espécies genbmicas
ou genomespécies, incluindo novas espécies as acima citadas (Langoni, 1999).

Recentemente, 0 género Leptospira foi reclassificado, segundo
caracteristicas genotipicas, em 13 genomespécies patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii
(genomespécie 1), L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L.
licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae (genomespécie 3), L. weilii, L. wolffii e seis
genomespécies saproéfitas: L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomespécie 5), L. kmetyi,
L. vanthielii (genomespécie 4) e L. wolbachii (Adler; Moctezuma, 2010).

As genomespécies de Leptospira ndo correspondem obrigatoriamente aos
sorogrupos e sorovares existentes na classificacdo soroldgica e estudos realizados incluiram
multiplas estirpes de alguns sorovares em diferentes genomespécies, demonstrando a
heterogeneidade genética dentro dos sorovares (Brenner et al., 1999; Feresu et al., 1999).

A reclassificacdo das leptospiras com base genotipica é taxonomicamente
correta e prevé uma forte tendéncia para a classificacdo futura. Porém, a classificacdo
molecular é problematica para o microbiologista clinico, porque é incompativel com o sistema
de sorogrupos, utilizado por anos. Até que seja desenvolvido um método simples de
identificacdo, baseado no DNA serd necessario que os laboratdrios clinicos utilizem a

classificacdo tradicional das leptospiras (Levett, 2001).
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Patogenia e Sinais Clinicos

A penetracdo do micro-organismo pode ocorrer ativamente através das
mucosas e da pele escarificada. A penetracdo da leptospira na pele integra pode ocorrer em
condigdes especiais que favoregcam a dilatacdo dos poros, como ocorre com a permanéncia
prolongada em aguas contaminadas. As leptospiras multiplicam-se no espaco intersticial e nos
humores organicos (sangue, linfa e liquor), caracterizando um quadro agudo septicémico
denominado leptospiremia (Myers, 1985). As lesdes primarias sdo atribuidas a acdo mecénica
do micro-organismo nas células endoteliais de revestimento vascular. A consequéncia direta
das lesbes dos pequenos vasos € o derrame sanguineo para os tecidos (hemorragias), a
formacdo de trombos e o bloqueio do aporte sanguineo nas areas acometidas durante a fase
aguda da infeccéo (Brasil, 1995).

Aproximadamente dez dias ap0s o inicio da infec¢do, os anticorpos surgem
na circulacdo, promovendo a eliminacdo das leptospiras da corrente sanguinea e da maioria
dos Orgaos acometidos. Entretanto, as leptospiras podem localizar-se no rim e trato genital,
podendo persistir por periodos prolongados e serem eliminadas por semanas a meses apés a
infeccéo (Faine, 1982).

A persisténcia de leptospiras no rim pode ocasionar desde pequenos
infiltrados inflamatdrios focais a extensas lesdes, caracterizadas por necrose celular, atrofia
tubular e hemorragia renal, seguido de cicatrizacdo e localizacdo de leptospiras na superficie
luminal das células tubulares, sendo entdo eliminadas pela urina (Faine, 1982; Baskerville,
1986). A excrecdo de leptospiras pela urina é intermitente e pode ser de longa duragéo,
dependendo dos hospedeiros animais acometidos e do sorovar infectante (Faine, 1982).

Nos bovinos, as leptospiras podem colonizar diferentes estruturas do
aparelho genital das fémeas bovinas (Utero, ovério, oviduto e vagina) e dos machos
(testiculos, epididimo e vesicula seminal), comprometendo a performance reprodutiva (Ellis,
1994, Faine et al., 1999).

Os sinais clinicos associados a leptospirose dependem do sorovar infectante
e do hospedeiro infectado (Bolin; Alt, 1999). Nos hospedeiros de manutengéo, a leptospirose
¢ geralmente caracterizada por baixa resposta soroldgica, discretos sinais clinicos e
prolongado estado de portador renal, que pode estar associado a doenca renal crénica. Nos
hospedeiros acidentais, a leptospirose causa severa doenca, associada a altos titulos de
anticorpos aglutinantes, com curto estado de portador renal (Faine e al., 1999).
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Os sinais clinicos da leptospirose em bovinos podem ser divididos em duas
fases distintas: a aguda, que coincide com a leptospiremia e observada com maior frequéncia
em rebanhos jovens e a cronica, de ocorréncia mais tardia e com efeitos mais aparentes no
trato genital (Ellis, 1984). Esta Ultima fase, geralmente associada ao sorovar Hardjo, pode
resultar em abortamentos, natimortalidade, nascimento de bezerros debilitados e, raramente,
mumificacdo fetal (Dhaliwal et al., 1996).

Os abortamentos causados pelo sorovar Hardjo podem ocorrer em qualquer
fase da gestagcdo, além de ocorrer o aumento na ocorréncia de perdas embrionérias e,
consequentemente, ao aumento do nimero de doses de sémen utilizadas por prenhez (Faine,
1982; Ellis, 1984; Ellis et al., 1985).

Epidemiologia

A leptospirose é considerada uma zoonose amplamente disseminada,
responsavel por prejuizos econdbmicos na pecuaria devido a interferéncia na performance dos
animais infectados e gastos com tratamentos (Brasil, 2004). Os animais sdo considerados
hospedeiros essenciais para a persisténcia da infeccdo e os humanos sdo hospedeiros
acidentais, pouco eficientes na perpetuacao da enfermidade.

Na espécie bovina, esta enfermidade € responsavel por elevadas perdas
econdmicas na pecudria mundial devido ao comprometimento no desempenho reprodutivo
dos rebanhos acometidos (Ellis, 1994). Embora no Brasil ndo existam informacoes
epidemioldgicas abrangentes, que possibilitem a determinacdo de sua real conotacdo
econbmica, estudos isolados fundamentam a hipotese de que a enfermidade em bovinos seja
considerada endémica (Favero et al. 2002, Genovez et al. 2004, Castro et al. 2008, Figueiredo
et al. 2009, Hashimoto et al., 2010) e participe como importante causa de baixa produtividade
na pecudria nacional (Guimaraes et al., 1982/83).

Animais suscetiveis podem se infectar com diferentes sorovares de
leptospiras, entretanto, somente alguns sorovares sao endémicos em determinadas regides ou
paises. Apesar das leptospiras ndo possuirem hospedeiros especificos, observa-se a existéncia
de hospedeiros preferenciais, que se comportam como reservatorios, sendo estes, 0s principais
responsaveis pela persisténcia da infeccdo em diferentes ecossistemas (Guimaraes et al.,
1982/83; Health; Johnson, 1994; Levett, 1999).

O sorovar Hardjo é considerado o mais adaptado a espécie bovina, que pode

comportar-se como reservatorio, mantendo a doencga no rebanho (Moreira, 1994). Uma vez
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introduzido em um rebanho, este sorovar estabelece niveis variaveis de infeccdo, podendo
persistir por longos periodos (Hathaway et al., 1986). No Brasil, este sorovar é considerado
um dos mais difundidos nesta espécie animal (Oliveira et al., 2001; Homem et al., 2001;
Araujo et al., 2005; Castro et al., 2008; Figueiredo et al., 2009; Oliveira et al., 2009). A
predominancia do sorovar Hardjo em bovinos no Brasil concorda com estudos realizados em
outros paises, evidenciando que nos ultimos anos este sorovar tem sido o mais frequente em
bovinos de diversos continentes.

Apesar do sorovar Hardjo ser considerado o mais prevalente nos inquéritos
soroldgicos realizados em bovinos, faltam isolamentos para a confirmacdo dos sorovares
circulantes no Brasil. Os poucos dados referentes as leptospiras isoladas no pais demonstram
a necessidade de novos trabalhos que visem o isolamento e a identificacdo dos sorovares
envolvidos com esta espécie animal, uma vez que a ocorréncia de alguns sorovares pode estar
restrita a determinadas areas geograficas (Miller et al., 1991).

Nas criacbes de bovinos, a disseminacdo de leptospiras € caracterizada
principalmente pela presenca de animais infectados ou portadores assintomaticos que
eliminam a bactéria pela urina de forma intermitente por longos periodos, mantendo a doenca
endémica na propriedade. A eliminag¢do do micro-organismo também pode ocorrer através de
descargas uterinas pos-aborto, feto ou placenta infectada, infeccdes uterinas, sémen e sdo
consideradas também importantes para a disseminacdo e manutencdo de leptospiras nos
rebanhos bovinos acometidos (Ellis, 1994).

A transmissdo indireta pode ocorrer através de ambiente ou material
contaminado, sendo de grande importancia na ocorréncia de infeccbes acidentais. Estas
infeccbes sdo decorrentes do contato e transmissdo de leptospiras carreadas por outras
espécies animais e estdo diretamente relacionadas as caracteristicas de manejo dos animais e
fatores ambientais (Faine, 1982; Ellis, 1984).

O conhecimento das particularidades da Leptospira spp, manifestacfes
clinicas, formas de transmissdo e hospedeiros suscetiveis é essencial para a identificacdo de
variaveis que possam estar envolvidas com a introducdo e manutengdo do micro-organismo
no rebanho. Com base em levantamentos soroldgicos, estudos tém sido realizados com o
objetivo de identificar os fatores de risco associados a soropositividade a Leptospira spp.

Caracteristicas do rebanho, como tamanho e densidade populacional, sdo
descritos como fatores de risco para a Leptospira spp (Castro et al., 2008; Oliveira et al.,
2010). A associacdo entre tamanho do rebanho e a soropositidade para a Leptospira spp pode

ser atribuida pelo aumento da probabilidade da ocorréncia da leptospirose em rebanhos
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maiores, tornando-a persistente e de dificil controle e erradicacdo. Assim, um nimero elevado
de animais no rebanho significa maior risco de introducdo e disseminacdo da enfermidade
(Oliveira et al., 2010)

Vérios autores citam a compra de animais como o principal fator de
introducdo da Leptospira spp no rebanho. Castro et al. (2008) estudando os fatores de risco
para a Leptospira spp em rebanhos bovinos em idade reprodutiva no estado de S&o Paulo,
demonstraram que propriedades que compravam animais apresentavam 3,13 vezes mais
chances de serem positivas que propriedades fechadas.

O tipo de exploracdo foi considerado fator de risco no estudo realizado por
Figueiredo et al. (2009) que relataram que rebanhos provenientes da exploracdo do tipo corte
apresentaram 12,17 vezes mais chances de serem positivas quando comparados com o tipo
leite ou misto. Prescott et al. (1988) consideraram os rebanhos de corte como mais suscetiveis
em relacdo ao rebanhos leiteiros e que isto possivelmente esteja relacionado com as praticas
de manejo empregadas neste tipo de exploragdo zootécnica.

A presenca de suinos, cdes, equinos e animais silvestres podem ser
considerados importantes na ocorréncia da leptospirose (Oliveira et al., 2010). O estreito
convivio dos bovinos com estes animais podem propiciar a disseminacdo da enfermidade

entre estas espécies.

Diagndstico Laboratorial

O quadro clinico da leptospirose bovina € comum a outras doencas
infecciosas da esfera reprodutiva, assim o diagndstico da infeccdo deve relacionar os sinais
clinicos, as evidéncias epidemioldgicas e os exames laboratoriais (Faine, 1982; Ellis, 1984). O
diagnostico pode ser realizado por diferentes métodos laboratoriais baseados na deteccdo de
anticorpos e deteccao do agente ou do material genético da bactéria (Faine et al., 1999).

A visualizacdo direta de leptospiras em microscopio de campo escuro tem
sido utilizada principalmente em amostras de urina durante a fase de leptospiruria. Entretanto,
este teste apresenta como principais limitacOes: baixa sensibilidade, necessidade de
observador experiente para diferenciar leptospiras de artefatos presentes nas amostras e
ocorréncia de eliminacédo de leptospiras pela urina de forma intermitente (Faine et al., 1999).

O isolamento da Leptospira spp é considerado a técnica definitiva no
diagndstico da leptospirose, proporcionando a identificacdo do sorovar infectante. Leptospiras

tém sido isoladas principalmente a partir da urina, rim, Utero e abortos bovinos (De Lange et
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al. 1987; McClintock et al., 1993; Zacarias et al., 2008). E considerada uma técnica laboriosa,
necessitando de acompanhamento semanal, podendo levar meses para apresentar qualquer
crescimento.

Dentre os métodos laboratoriais, a prova de soroaglutinagdo microscopica é
a mais utilizada para o diagnostico da leptospirose (Faine et al., 1999). A técnica consiste na
reacao entre anticorpos presentes no soro contra 0s antigenos encontrados na superficie da
leptospira (Levett, 2001). A SAM detecta tanto anticorpos do isotipo IgM quanto 1gG, sendo a
sua resposta indicativa do possivel sorovar infectante. Entretanto, a caracterizagdo infectante
sO é possivel através do isolamento e identificacdo do agente (Guimardes et al., 1982/83). A
especificidade e a sensibilidade da SAM sdo altas, entretanto este técnica apresenta
limitacGes, como: a sensibilidade declina a medida que aumenta o tempo decorrido ap6s a
infecgdo, ndo diferencia titulos vacinais e ndo vacinais, reacdes cruzadas entre sorovares e
algumas infecgBes latentes podem ndo ser identificadas. Para a sua realizacdo € necessaria
infra-estrutura minima para a manutencdo dos antigenos, limitando a sua realizacdo aos
centros de pesquisa ou ensino (Faine et al., 1999).

Nos ultimos anos tem havido grande esfor¢o para o desenvolvimento de
testes diagnosticos mais sensiveis, seja através da deteccdo de anticorpos ou identificacdo de
antigenos (Levett, 2001; Mcbride et al., 2005). Para obter melhora no diagndstico laboratorial,
novos testes soroldgicos nos formatos ELISA, Dipstick, Immunoblot e Dot-ELISA foram
descritos, mas, embora sensiveis, continuam sorovar-especificos (Petchclai; Hiranras; Potha,
1991; Ribeiro; Souza; Almeida, 1995; Da Silva et al., 1997; Gussenhoven et al., 1997; Yan et
al., 1999; Levett & Branch, 2002). Testes moleculares como o "dot-blotting™ (Terpstra;
Schoone; Ter, 1986) ou hibridizacédo in situ (Tersptra et al., 1987) foram descritos. Porém, a
técnica molecular mais amplamente utilizada para diagndstico da leptospirose é a da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR).

A PCR vem sendo utilizada de forma crescente para o diagndstico precoce
da leptospirose no homem e em varias espécies animais. A PCR apresenta alta sensibilidade e
especificidade, permitindo amplificar quantidades minimas do DNA do micro-organismo em
diversos tipos de amostras bioldgicas tais como humor aquoso (Mérien et al., 1992), urina
(Bal et al., 1994), soro sanguineo (Brown et al., 1995), liquor (Romero et al., 1998) e tecidos
(Brown et al.,2003). Entre as limitacdes destaca-se a incapacidade de determinar o sorovar
envolvido, porém este dado apresenta maior valor epidemiolégico do que propriamente
diagndstico (Levett, 2004).
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Outro inconveniente é que a sensibilidade da PCR pode variar de acordo
com os primers utilizados, a padronizacdo dos reagentes, do protocolo de amplificacéo,
selecdo do material biologico, forma de conservacdo e tempo de estocagem da amostra, uma
vez que o DNA pode ser facilmente degradado (Velose et al., 2000).

Diferentes estudos apresentam pares de primers com sensibilidade e
especificidade variadas (Mérien et al., 1992; Gravekamp et al., 1993; Kee et al., 1994; Faber
et al., 2000; Branger et al., 2005; Palaniappan et al., 2005; Jouglard et al., 2006; Reitstetter et
al., 2006).

Os primers mais utilizados até 0 momento séo os "A" e "B", descritos por
Merien et al (Merien et al., 1992) que amplificam uma regido de 331 pb do gene 16S rDNA,
tanto de leptospiras patogénicas quanto saprofitas.

Palaniappan et al. (2005) desenvolveram o par de primers Ligl e Lig2 que
amplificam um fragmento de 468 pb da regido amino-terminal dos genes ligA e ligB. O gene
1 lig é um fator de viruléncia encontrado apenas em leptospiras patogénicas (Palaniappan et
al., 2002). Quando comparado com o0s primers previamente descritos, os primers Ligl e Lig2
apresentaram-se mais sensiveis que os demais, amplificando menores quantidades de DNA
por amostra e ndo detectando a forma apatogénica do agente. Entretanto, os autores sé
avaliaram os primers desenhados com sorovares da espécie gendmica L. interrogans. Outro
estudo com diferentes espécies genémicas patogénicas de Leptospira spp, verificou que nem
todas as espécies patogénicas possuem o gene lig completo, o que pode influenciar a sua
deteccdo por primers especificos para este gene (Cerqueira, 2006).

Os oligonucleotideos iniciadores descritos por Jouglard et al. (2006),
amplificam pela nested-PCR um fragmento altamente conservado de DNA que codifica a
lipoproteina LipL32, considerada a principal lipoproteina da membrana externa de leptospiras
patogénicas e importante fator de viruléncia, que esta ausente em espécies ndo-patogénicas. A
nested-PCR apresenta 6tima sensibilidade e foi testada frente a diferentes espécies genémicas,
diferentemente do estudo de Palaniappan et al. (2005).

A necessidade em identificar e caracterizar isolados de leptospiras, fez com
que outros métodos moleculares fossem desenvolvidos. Métodos como, eletroforese em
campo pulsado (PFGE), polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP)
(Herrmann et al., 1992; Gerritsen et al., 1995; Vinetz et al., 1996; Romero et al., 1998), uso de
sondas de DNA (Zuerner & Bolin, 1990; Van Eys et al., 1991) e, mais recentemente, a analise
por repeticdo em tandem de numero variavel (Majed et al., 2005; Slack et al., 2005). Os

métodos moleculares tém provado serem de grande valor na caracterizacdo de estirpes de
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Leptospira (Turk et al., 2003), no entanto, precisam ser aprimorados na busca por técnicas
mais precisas e rapidas para a tipificacao.

Desta forma, o desenvolvimento de métodos diagndsticos rapidos, sensiveis
e especificos, que sejam baseados na deteccdo de todas as leptospiras patogénicas ou na
identificacdo de anticorpos gerados contra antigenos presentes e conservados entre todas estas
especies é necessario.

A protedmica é considerada importante ferramenta para a identificacdo de
alvos para uso em diagndstico e vacinas (Thongboonkerd, 2008). Nesta perspectiva, as
proteinas presentes exclusivamente em cepas patogénicas (Haake et al., 1993; Shang;
Summers; Haake, 1996; Haake et al., 1998; Haake et al., 1999; Haake et al., 2000; Haake &
Matsunaga, 2002; Cullen et al., 2003) sdo importantes alvos para o desenvolvimento de testes
diagndsticos, seja utilizando métodos imunoquimicos ou moleculares. Entre estas proteinas,
as localizadas na membrana externa (OMPs) de leptospiras patogénicas constituem alvo
promissor para melhorar o diagndstico laboratorial da leptospirose. Uma familia de proteinas
denominadas immunoglobulin-like (Ligs) foi descrita (Palaniappan et al., 2002) e seu
potencial diagndstico deve-se as caracteristicas de localizacdo na membrana externa, presenga
exclusiva em sorovares de leptospiras patogénicas e de serem expressas somente durante a
infeccdo do hospedeiro (Matsunaga et al., 2003). Estas caracteristicas tém sido avaliadas para
o0 desenvolvimento de métodos moleculares ou imunoldgicos de diagnostico na fase inicial da

doencga (Palaniappan et al., 2004; Palaniappan et al., 2005; Croda et al., 2007).

Controle e Prevencéo

As principais recomendacOes para o controle da leptospirose bovina estdo
relacionadas a identificacdo dos sorovares prevalentes na propriedade, a deteccdo da fonte de
infeccdo, assim como o0s animais possivelmente infectados, imunoprofilaxia e
antibioticoterapia nos animais portadores e enfermos. O controle sanitario dos animais
incorporados aos rebanhos, o saneamento do ambiente favordvel a sobrevivéncia das
leptospiras e o controle de roedores também sdo considerados de grande importancia para o
controle e prevencdo da enfermidade (Faine, 1982; Ellis, 1984; Lilenbaum, 1996).

Em infeccdes acidentais, determinadas por sorovares ndo mantidos pelos
bovinos, deve-se identificar de que forma o rebanho esta sendo exposto ao contato com 0s
animais reservatorios de Leptospira spp. No entanto, quando a infec¢cdo é determinada pelo

sorovar Hardjo, cuja principal fonte de infeccdo € o proprio bovino infectado, algumas



28

medidas devem ser praticadas simultaneamente, como: proibir a introducdo de novos animais
no rebanho, excetuando-se 0s animais negativos no sorodiagndstico ou previamente tratados
com antibioticoterapia, tratar os animais sororeagentes e fortalecer a imunidade utilizando
vacinas que contenham sorovares presentes na regido, incluindo se possivel, estirpes locais.

A protecdo especifica dos animais suscetiveis é obtida com o uso de vacinas
inativadas que contenham os sorovares de leptospiras presentes na regido (Salles &
Lilenbaum, 2000). A vacinacdo e a realizacdo de testes soroldgicos regulares sdo consideradas
as medidas profilaticas eficazes no controle de novos surtos da enfermidade (Riet-Correa et
al., 2001).

Vacinas

Para a espécie bovina, as vacinas disponiveis comercialmente para o
controle da leptospirose sdo baseadas na célula inteira inativada ou em preparados da
membrana de leptospiras patogénicas. Apresentam imunidade restrita, necessitando repetir a
vacinacdo para a manutencdo da imunidade. Estes tipos de vacinas conferem resposta
protetora através da inducdo de anticorpos contra o LPS destas bactérias e portanto restrita a
sorovares antigenicamente relacionados. Existe um grande nimero de sorovares patogénicos
(>250), o que impde maior limitacdo para a producdo de vacinas com componentes multi-
sorovar (Gamberini et al., 2005).

A vacina contra a leptospirose deve ser formulada para uso em uma espécie
animal em particular e em uma regido geografica particular. Esta deve conter somente
sorovares que causam problemas na espécie animal ou que sdo transmitidas de uma espécie
animal a outra na regido (OIE, 2006).

As bacterinas anti-Leptospira spp de uso animal sdo controladas segundo
protocolos internacionais que incluem testes de inocuidade e de poténcia (Bey; Johnson,
1986), no entanto os animais vacinados adquirem protecdo contra a doen¢a, mas ndo contra a
infeccdo e podem eliminar leptospiras via urina (Bolin, 2003). Existe o consenso de que a
protecdo induzida é sorovar especifica (Prescott et al., 1991), no entanto tem sido investigada
a protecdo cruzada entre representantes de um mesmo sorogrupo (Tabata et al., 2002).

Atualmente, em diversos laboratorios, os esforcos estdo concentrados no
desenvolvimento de vacinas produzidas a partir de antigenos comuns a diversos sorovares ou
que possam apresentar prote¢do cruzada contra estes (Haake et al., 1999) e que ainda induzam

a protecdo prolongada contra a grande diversidade de Leptospira spp. Neste sentido, proteinas
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de membrana externa de Leptospira tém sido os maiores alvos para o desenvolvimento da
vacina.

As OMPs (outer membrane proteins - proteinas de membrana externa),
expostas na superficie das leptospiras, sdo consideradas como potenciais imundgenos. Dois
tipos de OMPs foram caracterizados; as porinas, que sd&o OMPs transmembrana e as
lipoproteinas que estdo ancoradas no espacgo extracelular ou periplasméatico da OM por acidos
graxos covalentemente ligados a uma cisteina amino-terminal (Zuerner et al., 2000).

Uma nova familia de proteinas (Ligs) foi descrita (Palaniappan et al., 2002).
Dados preliminares indicam seu potencial no desenvolvimento de vacinas recombinantes
contra leptospirose, pois sdo proteinas de membrana externa presentes em todos 0s sorovares
de leptospiras patogénicas e a expressdo destas proteinas ocorre somente durante a infecgédo
(Matsunaga et al., 2003; Koizumi & Watanabe, 2005).

Lipoproteinas de espiroquetas tém sido consideradas antigenos capazes de
induzir resposta imune protetora (Haaake, 2000), confirmando a sua importancia na
patogénese das leptospiras. Nestes micro-organismos, as lipoproteinas  sdo,
comprovadamente, as mais importantes proteinas que compdem a membrana celular.
Entretanto, o nimero de lipoproteinas de superficie celular de Leptospira caracterizadas ainda
é pequeno (Shang; Summers; Haake, 1996; Haake et al., 1998; Haake et al., 2000; Cullen et
al., 2003). Estas lipoproteinas foram assim denominadas, com base em sua aparente massa
molecular, de acordo com os critérios adotados para a nomenclatura das proteinas de
Treponema (Norris, 1993). Por exemplo, a primeira lipoproteina de leptospira que foi
nomeada de acordo com esta nomenclatura foi LipL41, por sua aparente massa molecular de
41 kDa.

Estudos de caracterizacdo da proteina LipL41 demonstraram que esta
encontra-se exposta na superficie bacteriana de organismos intactos e é altamente conservada
entre leptospiras patogénicas, sendo expressa durante a infec¢do (Shang; Summers; Haake,
1996), assim como a LipL21 (Cullen et al., 2003).

A proteina LipL36, descrita por Haake e colaboradores (1998), é uma
proteina expressa durante o crescimento in vitro, mas que in vivo possui niveis de expressao
diminuidos, o que foi comprovado durante a infeccdo em mamiferos. Estudos experimentais
em hamsters também demonstraram ndo haver producdo de anticorpos protetores especificos
contra esta proteina (Barnett et al., 1999), o que talvez seja devido ao fato da LipL36 estar
ancorada na parte interna da OM ndo sendo, portanto, considerada uma proteina exposta
(Shang; Summers; Haake, 1996; Haake, 2000; Zuerner et al., 2000).
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A LipL45 foi descrita como uma proteina associada a viruléncia da
Leptospira spp, pois é detectada somente em culturas de baixa passagem, ndo sendo expressa
em cultivos atenuados. Esta proteina é expressa durante a infeccdo (Matsunaga et al., 2002).

A proteina LipL48 foi caracterizada como componente da OM de
Leptospira (Haake; Matsunaga, 2002), no entanto, ela ndo foi identificada como componente
do subconjunto de OMPs expostas na superficie da bactéria (Cullen et al., 2003). Isto sugere
que esta proteina estd localizada na porcdo interna da OM, como a LipL36 (Haake et al.,
1998) e a LipL31, que também sdo descritas como pertencentes & membrana interna das
leptospiras (Haake; Matsunaga, 2002).

Até o momento, a principal proteina de membrana de leptospira reportada é
a LipL32. Vaérios trabalhos tém sido publicados indicando a proteina LipL32 como forte
candidata para o desenvolvimento de uma vacina contra a leptospirose. A sequéncia e a
expressdo de LipL32 sdo altamente conservadas entre espécies de leptospiras patogénicas e

estd ausente na membrana externa de leptospiras ndo patogénicas (Haake et al., 2000)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Estudar a epidemiologia da leptospirose em rebanhos bovinos com

atividade reprodutiva do estado do Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a prevaléncia de rebanhos e animais sororeagentes a
Leptospira spp nos circuitos produtores e estado do Parana.

» Identificar os fatores de risco associados a infeccdo pela Leptospira spp
e sorovar Hardjo no estado do Parana.

» Realizar o acompanhamento soroldgico e molecular e isolar Leptospira
spp em amostras de urina de fémeas bovinas, naturalmente infectadas,
de rebanho de leite localizado na regido norte do estado do Parana.

* Avaliar a distribuicdo espacial da Leptospira spp em rebanhos bovinos

do estado do Parana.



40

3 ARTIGO PARA PUBLICACAO

3.1 SITUACAO EPIDEMIOLOGICA DA LEPTOSPIROSE BOVINA NO ESTADO DO PARANA®

Trabalho.........

Situacdo epidemioldgica da leptospirose bovina no estado do Parana

ABSTRACT - [Epidemiological situation of bovine leptospirosis in the state of Parand.]
Situacdo epidemioldgica da leptospirose bovina no estado do Parana._ Pesqu/sa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade
Estadual de Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid 380, Cx. Postal 6001, Londrina, PR 86051-
990, Brazil. E-mail:freitasj@uel.br

ABSTRACT.- The aim of this study was to determine the prevalence of leptospirosis and
their spatial distribution, as well as to identify the risk factors for this disease in breeding
cattle herds with reproductive activity in the Parana state. In this study, the state was stratified
into seven producer circuits. The statistic delineation, the serum samples and information
regarding of the selected farms, were the same employed in the study of bovine brucellosis for
Parana state in the context of National Program for Control and Eradication of Brucellosis and
tuberculosis (PNCEBT). A total of 14.163 females aged >24 months from 1.926 herds not
vaccinated against leptospirosis were studied. Serum samples were tested for antibodies
against Leptospira spp using microscopic agglutination test (MAT) with 22 serovars. The
information required for geoprocessing were obtained during visits to farms, which were
applied in epidemiological surveys to obtain epidemiological information and management
practices employed and performed the collection of blood samples. The program ArcGIS9
was utilized to construct the final risk map, defining the areas of greatest epidemiological risk
of the disease in the state. The prevalence of infected herds and animal in Parana state were
54.28% [52.05-56.51] and 37,70% [34.54-40.86], respectively. Rent of pastures (0O.R=1.91,
1.C=1.36-2.68), presence of equine (0.R=1.59; 1.C=1.28-1.97), presence of > 20 females > 24
months (O.R=2.25; 1.C=1.46-3.49), presence of > 49 bovines (0.R=2.78; 1.C=1.82-4.27),
animal purchase (O.R=1.96; 1.C=1.59-2.41) and presence of maternity paddock (0.R=1.32;
1.C=1.04-1.68) were identified as risk factors for leptospirosis due to any serovar in the
multivariate logistic regression. Risk factors for leptospirosis due to serovar Hardjo were
presence of > 49 bovines (0.R=3.05; 1.C=1.94-4.80), presence of > 20 females > 24 months
(0.R=2.38; 1.C=1.50-3.79), presence of equine (O.R=1.87; 1.C=1.45-2.42), animal purchase
(O.R=2.14; 1.C=1.68-2.72) and rent of pastures (O.R=2.22; 1.C=1.54-3.21). The spatial
visualization of the reagents herds in MAT identified the regions northwest/north and
southwest as the areas of greatest risk and occurrence of the disease in the state. The analysis
of the prevalence of herds and animals showed that Leptospira spp is present in all seven
producers circuits that the state was divided, being possible to identify the areas of greatest
risk and occurrence of the disease in the herds studied. The results of analysis of risk factors
indicate that characteristics of the properties and management are associated with

! Artigo editado de acordo com as normas de publicacdo do periédico Pesquisa Veterinaria Brasileira,
disponivel em http://www.pvb.com.br/
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seropositivity for Leptospira spp and should be considered in programs to prevent the disease.
Thus, epidemiological results obtained in this study may assist in developing strategies to
control, especially in the areas of greatest risk and occurrence of leptospirosis, producing
better results in reducing the incidence of the disease.

INDEX TERMS: Prevalence.  Epidemiology. Risk factors. Spatial distribution.
Leptospirosis. Microscopic agglutination test.

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-
Leptospira spp, sua distribuicdo espacial e os fatores de risco associados a infec¢do nos
rebanhos bovinos com atividade reprodutiva do estado do Parana. Neste estudo, o estado foi
estratificado em sete circuitos produtores. O delineamento estatistico, as amostras sorolégicas
e as informacdes referentes as propriedades foram as utilizadas no estudo da brucelose bovina
no estado do Parana dentro do contexto do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose. Foram estudadas 14.163 fémeas com idade > 24 meses,
provenientes de 1.926 rebanhos ndo vacinados contra a leptospirose. Para o diagnéstico
soroldgico da infecgdo foi utilizada a prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM) com 22
sorovares de Leptospira spp. As informacgdes necessarias para 0 geoprocessamento foram
obtidas durante as visitas as propriedades rurais, nas quais foram aplicados 0s questionarios
epidemioldgicos para a obtencdo de informagdes epidemiologicas e praticas de manejo
empregadas. O programa ArcGIS9 foi utilizado para a confeccdo do mapa de risco final,
definindo as areas de maior risco epidemioldgico da enfermidade no estado. A prevaléncia de
focos e animais no estado foi de 54,28% [52,05-56,51] e 37,70% [34,54-40,86],
respectivamente. Foram identificados como fatores de risco para a infeccdo para qualquer
sorovar de Leptospira spp na analise de regressao logistica multivariada: aluguel de pasto
(0.R=1,91; 1.C=1,36-2,68); presenca de equinos (0.R=1,59; 1.C=1,28-1,97); presenca de > 20
fémeas com idade > 24 meses (O.R=2,25; 1.C=1,46-3,49); presenca de > 49 bovinos
(0.R=2,78; 1.C=1,82-4,26); compra de reprodutores (O.R=1,96; 1.C=1,59-2,41), presenca de
piquete de paricdo (O.R=1,32; 1.C=1,04-1,68). Os fatores de risco para a infeccdo pelo
sorovar Hardjo foram presenca de > 49 bovinos (O.R=3,05; 1.C=1,94-4,80), presenca de > 20
fémeas com idade > 24 meses (O.R=2,38; 1.C=1,50-3,79); presenca de equinos (O.R=1,87;
1.C=1,45-2,43); compra de reprodutores (O.R=2,14; 1.C=1,68-2,72) e aluguel de pasto
(0.R=2,22; 1.C=1,54-3,21). A visualizacdo espacial dos rebanhos sororeagentes na SAM
permitiu identificar as regides norte/noroeste e sudoeste como as areas de maior ocorréncia e
risco da enfermidade no estado. A analise de prevaléncia de focos e de animais demonstrou
que a Leptospira spp esta presente em todos os sete circuitos produtores em que o estado do
Parana foi dividido, sendo possivel identificar as areas de maior risco e de ocorréncia da
enfermidade nos rebanhos bovinos estudados. O resultado da anélise dos fatores de risco
indica que as caracteristicas das propriedades e fatores relacionados ao manejo estdo
associados a soropositividade para a Leptospira spp e devem ser considerados em programas
de prevencao da doenca. Desta forma, os dados epidemiologicos obtidos neste estudo poderédo
auxiliar na elaboragdo de estratégias de controle, principalmente nas areas de maior risco e
ocorréncia da leptospirose, produzindo melhor resultado na reducéo da incidéncia da doenca.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Prevaléncia. Epidemiologia. Fator de risco. Distribui¢io
espacial. Leptospirose. Soroaglutinacdo microscopica.
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3.1.1 Introducéo

Dentre as enfermidades que envolvem a esfera reprodutiva, a leptospirose é
considerada uma das mais importantes no Brasil, comprometendo os niveis de producdo e
produtividade dos rebanhos bovinos afetados (Brasil 1995). As perdas econdmicas causadas
pela leptospirose bovina estdo direta ou indiretamente relacionadas a falhas reprodutivas,
abortos, aos custos com assisténcia veterinaria, medicamentos, vacinas e testes laboratoriais.
Os problemas reprodutivos sdo as principais manifestacBes clinicas da leptospirose em
bovinos sendo, frequentemente, os Unicos sinais observados no rebanho (Faine et al. 1999).

Nas criacOes de bovinos, a disseminacdo e a manutencédo da leptospirose séo
caracterizadas principalmente pela presenca de animais infectados ou portadores
assintomaticos que eliminam a bactéria pela urina, descargas cérvico-vaginais, fetos abortados
e placenta (Faine et al. 1999). Outros fatores como a existéncia de sorovares de leptospiras na
regido, a criacao simultanea de animais de diversas espécies, a presenca de animais silvestres,
as condicdes ambientais e climaticas, do manejo, entre outros, também podem influenciar o
contato do bovino com o micro-organismo (Ellis 1984).

Levantamentos sorolégicos realizados em grande parte do pais revelam a
presenca e alta frequéncia da leptospirose nos rebanhos bovinos estudados (Favero et al. 2002,
Genovez et al. 2004, Castro et al. 2008, Figueiredo et al. 2009, Hashimoto et al. 2010). No
estado do Parand, os estudos ja realizados sobre a leptospirose bovina se restringiram a
determinadas regibes, ndo sendo possivel estabelecer o real impacto e frequéncia desta doenca
para o estado. Desta forma, estudos abrangentes sdo de grande valor, com o objetivo de
esclarecer a situacdo epidemioldgica da enfermidade no estado.

Considerando a escassez de informagfes epidemioldgicas da leptospirose
bovina no estado do Parand, o objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia de
anticorpos anti-Leptospira spp, sua distribuicdo espacial e os fatores de risco associados a

infeccdo nos rebanhos bovinos com atividade reprodutiva do estado do Parana.

3.1.2 Material e Métodos

3.1.2.1 Populacdo estudada

O estudo foi realizado no estado do Parand, localizado no sul do Brasil. O

delineamento estatistico, as amostras sorologicas e as informacdes referentes as propriedades
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foram as utilizadas no estudo da brucelose bovina no estado do Parana, dentro do contexto do
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT),
proposto pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em colaboracéo
com a Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Parand (SEAB-PR). Para o estudo, o
estado foi dividido em sete circuitos produtores de bovinos, levando- se em consideragao os
diferentes sistemas de producdo, praticas de manejo, finalidades de exploracdo, tamanho
médio de rebanhos e sistemas de comercializacdo de cada regido. Cada circuito estava
integrado a diferentes nucleos de administracdo da Secretaria de Agricultura e Abastecimento
do Parana (SEAB-PR) (Fig.1). Os dados censitarios tomados como base para os célculos da
amostra e das prevaléncias foram os mais atualizados e disponiveis a época do trabalho de
campo (Parana 2001). O quadro 1 apresenta o resumo dos dados censitarios e também a

amostragem estudada em cada um dos circuitos produtores.
3.1.2.2 Delineamento amostral.

Para estimar a prevaléncia de focos foi realizado um estudo amostral em
dois estagios. No primeiro estagio sorteou-se aleatoriamente, um nimero pré-estabelecido de
propriedades com atividade reprodutiva (unidades primarias de amostragem). Dentro das
unidades primarias, foi amostrado, aleatoriamente, um numero pré-estabelecido de fémeas
bovinas com idade > 24 meses (unidades secundéarias), com a finalidade de determinar o
estado sanitério do rebanho.

O numero de rebanhos selecionados por circuito produtor foi determinado
pelo grau de confianca do resultado, pelo nivel de precisdo desejado e pelo valor da
prevaléncia esperado (Noordhuizen et al. 1997), utilizando-se a férmula para amostras
simples aleatdrias, segundo Thrusfied (1995) e Noordhuizen et al. (1997):

Z.-\|P1-P)

-

ﬂil'_

n=

Onde:

n = nimero de propriedades amostradas por circuito produtor;

Za = valor da distribuicdo normal para o grau de confianca de 95%;
P = prevaléncia esperada;

d = preciséo, fixada em 5%.
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A selecdo aleatéria dos rebanhos foi realizada a partir de cadastro de
propriedades existentes na SEAB-PR, considerando o nimero de propriedades existentes no
municipio e nimero de propriedades amostradas no circuito produtor correspondente. Para
cada municipio, as propriedades existentes foram numeradas e os dados armazenados em
planilhas do programa Microsoft Excel 2000®.

O planejamento amostral para as unidades secundarias visou estimar o
namero minimo de animais a serem examinados, dentro de cada propriedade, de forma a
permitir a sua classificagdo como foco ou nédo foco.

O programa Herdacc®, version 3 (University of Guelph) foi empregado
para determinar o numero de animais selecionados de cada rebanho, considerando o tamanho
da populacgdo, prevaléncia intra-rebanho de 50%, sensibilidade e especificidade do teste de
diagndstico utilizado (SAM), de forma a obter sensibilidade e especificidade de rebanho
superiores a 90%.

Em rebanhos constituidos por até 99 fémeas, com idade > 24 meses, foram
amostrados 10 animais ou todas as fémeas nesta faixa etaria em rebanhos com menos de 10
animais. Em rebanhos constituidos por mais de 99 fémeas, foram amostradas 15 fémeas
(Parana 2001). A selecdo dos animais dentro da propriedade foi aleatéria utilizando-se dois
métodos, a amostragem aleatdria simples ou a aleatdria sistematica. Foram analisadas 14.163
fémeas bovinas com idade > 24 meses, provenientes de 1.926 rebanhos ndo vacinados contra
a leptospirose.

Foram analisadas 14.163 fémeas com idade > 24 meses, provenientes de

1.926 rebanhos nédo vacinados contra a leptospirose.

3.1.2.3 Coleta das amostras de sangue e dados epidemiol6gicos

O trabalho de campo foi realizado por medicos veterinarios e técnicos da
SEAB-PR, no periodo de dezembro de 2001 a julho de 2002. Em cada propriedade visitada
foi aplicado um questionario epidemioldgico, que permitiu a caracterizagdo das praticas de
manejo empregadas, além do estudo de fatores de risco associados com a presenca ou
auséncia da Leptospira spp. A coleta de sangue foi realizada por meio de puncdo da veia
jugular utilizando agulha descartavel estéril e tubo com vacuo, previamente identificados. As

amostras de soro obtidas foram armazenadas em microtubos de pléstico e congeladas a -20°C.
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3.1.2.4 Teste sorologico para Leptospira spp

Para detectar anticorpos contra Leptospira spp, todos os soros foram
submetidos a prova de soroaglutinacdo microscépica (SAM) com antigenos vivos (Faine et al.
1999). Foram utilizados 22 sorovares de referéncia: Australis, Bratislava, Autumnalis,
Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcomb, Cynopteri, Fortbragg, Grippotyphosa,
Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo,
Wolffi, Shermani, Sentot e Tarassovi. Os antigenos foram mantidos a 28°C por 5 a 10 dias em
meio EMJH (DIFCO®-EUA). As amostras de soros que na SAM apresentaram pelo menos
50% das leptospiras aglutinadas na diluicdo de 1:100 foram consideradas reagentes e entdo
diluidas geometricamente na razdo dois para determinacdo da diluicdo maxima positiva.

No animal, o provavel sorovar infectante foi o que apresentou o maior
titulo. Com excecdo da associacdo entre os sorovares Hardjo e Wolffi, os animais que
apresentaram titulos mais elevados e idénticos para dois ou mais sorovares foram excluidos
desta analise e considerados reagentes para a Leptospira spp.

Na propriedade, o provavel sorovar infectante foi 0 que apresentou o maior
titulo e o maior numero de reacdes positivas. Uma propriedade foi considerada positiva (foco)

quando apresentou pelo menos um animal sororeagente na propriedade.

3.1.2.5 Célculos de Prevaléncias

O estudo amostral permitiu determinar as prevaléncias de focos e de fémeas
> 24 meses sororeagentes para a Leptospira spp no estado do Parana e nos circuitos
produtores. Os calculos de prevaléncias e os respectivos intervalos de confianca foram
realizados com o auxilio do programa Epilnfo 6.04d (Dean et al. 1994).

A prevaléncia aparente de focos de Leptospira spp foi calculada utilizando-
se como parametros o nimero de focos e numero de propriedades amostradas, considerando-
se que a amostragem das unidades primarias em cada circuito produtor, foi aleatdria
sistematica (Cochran 1997).

No estado, devido a divisdo em circuitos produtores, considerou-se que a
amostragem de unidades primarias foi estratificada sistematica aleatéria (Cochran, 1997). Os
parametros utilizados no calculo de prevaléncia aparente de focos foram o status da
propriedade (foco ou livre de Leptospira spp), 0 circuito a que pertence cada propriedade e o

peso estatistico de cada propriedade amostrada no circuito, calculado pela razéo entre o
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numero de propriedades com atividade reprodutiva e o numero de propriedades amostradas
em cada circuito produtor (Dean et al., 1994).

A prevaléncia aparente de fémeas > 24 meses sororeagentes também foi
calculada para cada um dos circuitos produtores e para o estado. Neste caso, a escolha de
unidades secundarias foi realizada por meio de uma amostra de agrupamentos estratificada
(Cochran, 1997). Os parametros utilizados neste calculo foram o status do animal
(sororeagente ou negativo); o circuito ao qual pertence a propriedade da qual foi retirada cada
amostra; a identificacdo da propriedade no estudo; e o peso estatistico de cada animal
amostrado, calculado pela férmula (Dean et al., 1994):

Peso=fémeas > 24 meses no circuito produtor x fémeas > 24 meses na propr.

fémeas > 24 meses nas prop.amostradas fémeas > 24 meses amostradas na propr.

O primeiro fator desta formula representa quanto cada animal selecionado

representa no circuito e o segundo quanto cada animal representa na propriedade.

3.1.2.6 Estudo dos fatores de risco

Para a identificacdo dos possiveis fatores de risco foi realizado um estudo do
tipo transversal. Foram formados dois grupos de propriedades (focos e ndo focos) que, quando
comparados entre si quanto as variaveis pesquisadas no questionario epidemiolégico, permitiu
medir a forca de associacao destas variaveis com a presenca da Leptospira spp. As variaveis
analisadas foram: tipo de criacdo; tipo de exploracdo; raca predominante; nimero total de
bovinos existentes; nimero de fémeas acima de 24 meses; presenca de outras espécies
domeésticas; presenca de espécies silvestres de vida livre; uso de inseminacdo artificial;
destino de fetos e placentas; compra ou venda de machos e/ou fémeas para reproducdo;
pastagens em comum com outras propriedades; pratica de aluguel de pasto; piquete separado
para fémeas na fase de parto e/ou p6s-parto e ocorréncia de aborto.

As categorias das variaveis foram organizadas de modo a apresentarem-se
em escala crescente de risco (Latorre, 2004). Quando necessario, realizou-se a
recategorizacao destas variaveis. A categoria de menor risco foi considerada como base para a
comparacdo das demais categorias. As varidveis quantitativas foram recategorizadas em

quartis.
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A analise dos fatores de risco foi efetuada em duas etapas: analise
univariada e multivariada. A analise univariada foi realizada para verificar a associacdo entre
0 status do rebanho para a Leptospira spp e sorovar Hardjo (auséncia de animais
sororeagentes =0; presenca de um animal sororeagente =1) e variaveis de risco, utilizando o
teste de x? ou teste exato de Fisher. As variaveis com valor de p<0,2 na anélise univariada
foram incluidas na anéalise de regressao logistica multivariada (Hosmer & Lemeshow 1989).

As analises foram realizadas utilizando o programa SPSS versién 9.0 (SPSS INC 1999a).
3.1.2.7 Geoprocessamento

As informacdes necessarias para o geoprocessamento foram obtidas durante
as visitas as propriedades rurais, nas quais foram preenchidos 0s questionarios
epidemioldgicos e realizadas as coletas de amostras de sangue. As coordenadas geograficas
(latitude e longitude) de cada propriedade foram obtidas por meio de aparelhos de
posicionamento global por satélite (GPS- Global Position System), modelo Garmin 12XL?3,
que serviram para a criagdo de um banco de dados no programa Microsoft Excel 2000®.
Posteriormente estes dados foram inseridos e analisados no programa ArcGIS 9, verséo 9.3
(ERSI) para a confeccdo do mapa. A prevaléncia da leptospirose bovina nas propriedades
amostradas foi o atributo selecionado no programa para a criagdo do mapa epidemioldgico
inicial. O mapa de risco final ou analise de Kernel foi gerado utilizando-se a ferramenta
Spatial Analyst, funcdo density, do ArcGis para definir as areas de risco epidemioldgico da

doenga. A margem de erro (d) foi calculada por meio da formula:

d=t[(N-n}/(N-1)].% [(PxQ/n]. %

Onde:

t = Taxa constante usada no célculo do erro (4,96)
N = Total de municipios

n = Municipios com casos positivos

P x Q = Probabilidade de eventos (2500)
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3.1.3 Resultados

3.1.3.1 Prevaléncia de Leptospira spp em animais e rebanhos

No quadro 2 estdo apresentados os resultados de prevaléncia de animais
sororeagentes na SAM para qualquer um dos 22 sorovares de Leptospira spp no estado e nos
circuitos produtores. A prevaléncia de animais sororeagentes detectada para o estado foi de
37,70% [34,54-40,86]. Os circuitos produtores 2 e 4 apresentaram as maiores prevaléncias de
animais sororeagentes com 47,29% [39,33-55,25] e 48,09% [41,29-54,89], respectivamente.

No quadro 3 estdo descritos os resultados de prevaléncia de focos de
leptospirose no estado e nos circuitos produtores. A prevaléncia de focos detectada para o
estado foi de 54,28% [52,05-56,51]. Os circuitos produtores 1 e 2 apresentaram as maiores
prevaléncias de focos com 77,74% [72,44-82,45] e 82,50% [77,53-86,76], respectivamente.

No quadro 4 estdo demonstrados os resultados de prevaléncia de focos da
doenca por tipo de exploracdo zootécnica no estado e nos circuitos produtores. A maior
prevaléncia de focos detectada para o estado foi em rebanhos especializados na pecuaria de
corte com 76,92% [72,06-81,31].

3.1.3.2 Prevaléncia de sorovares de Leptospira spp

Nos quadros 5 e 6 estdo demonstrados os sorovares prevalentes de
Leptospira spp nos rebanhos e animais sororeagentes do estado do Parana. O sorovar Hardjo

foi considerado o mais provavel, com titulos de anticorpos variando entre 100 a 3200.

3.1.3.3 Andlise dos fatores de risco

Os quadros 7 e 8 apresentam os resultados da analise univariada dos
possiveis fatores de risco associados a infeccdo para qualquer um dos 22 sorovares de
Leptospira spp utilizados e sorovar Hardjo, respectivamente, nos rebanhos do estado do
Parana.

Os fatores de risco associados a infeccdo para qualquer sorovar de
Leptospira spp e sorovar Hardjo identificados na andlise de regresséo logistica multivariada
estdo descritos nos quadros 9 e 10, respectivamente.
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3.1.3.4 Geoprocessamento

A visualizacdo espacial dos rebanhos sororeagentes na SAM permitiu
identificar as regides norte/noroeste e sudoeste como as areas de maior ocorréncia e risco da

enfermidade no estado.

3.1.4 Discussao

A utilizacdo da SAM para a deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp em
14.163 soros de fémeas bovinas em idade reprodutiva provenientes de 1.926 propriedades
permitiu a visualizacdo da leptospirose bovina no estado do Parana. A analise de prevaléncia
de focos e de animais demonstrou que a leptospirose esta presente em todos os sete circuitos
produtores em que o estado do Parana foi dividido. Os rebanhos selecionados no presente
trabalho ndo apresentavam historico de vacinacdo contra a leptospirose, de forma que o
resultado de prevaléncia de focos representa o contato natural com o micro-organismo,
demonstrando a real situacéo epidemiologica no estado.

As regides noroeste, centro-oeste/norte e centro-sul representadas pelos
circuitos produtores 1, 2 e 4 apresentaram as maiores prevaléncias de focos e de animais
(Quadros 2 e 3). No periodo estudado, estas regides concentravam 60% do total de bovinos do
estado e nelas encontravam-se as propriedades com maior nimero de animais. Varios estudos
revelaram a associacgdo entre o tamanho do rebanho e a presenca da leptospirose (Castro et al.,
2008; Oliveira et al., 2010). De acordo com Oliveira et al. (2010), rebanhos maiores ou com
alta densidade de animais apresentam maiores probabilidades de infeccdo pela Leptospira
spp. Entretanto, a prevaléncia da leptospirose em um rebanho, dependera, sobretudo, da
presenca de animais portadores que eliminem o micro-organismo através da urina, da
contaminacdo do meio ambiente com as leptospiras vivas, da sobrevivéncia das mesmas no
ambiente e do contato dos animais suscetiveis com o agente (Niang et al., 1994).

A analise de prevaléncia de focos por tipo de exploragdo zootécnica
demonstrou que a Leptospira spp esta presente em todos o0s tipos de exploracdo (Quadro 4).
Entretanto, a prevaléncia de focos, entre os circuitos produtores e no estado, foi maior em
rebanhos especializados na pecuaria de corte. A elevada prevaléncia de focos detectada neste
tipo de exploracdo pode ser atribuida & estrutura de producdo do estado, o qual apresenta
cerca de 70% dos seus rebanhos bovinos destinados a exploragéo de corte (Borges; Mezzadri,
2009).
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A visualizacdo espacial das propriedades reagentes a leptospirose na SAM
(Figura 2) permitiu identificar as areas de maior ocorréncia e risco da enfermidade no estado.
Através do método estimador de densidade de Kernel, verificou-se que a distribuicdo espacial
da leptospirose bovina no estado do Parana ndo € uniforme, havendo uma maior concentracdo
da doenca em determinadas areas, principalmente entre as regiées norte/noroeste e sudoeste.
A regido norte/noroeste concentram a maior populacao de bovinos especializados na pecuéria
de corte e apresentaram as maiores prevaléncias de focos e animais sororeagentes do estado.
Estas regides localizam-se proximas as divisas com os estados de Sdo Paulo (SP) e Mato
Grosso do Sul (MS), sendo provavel que a intensa movimentacdo de animais nestas areas
poderia aumentar o risco de infeccdo pela Leptospira spp. A regido sudoeste é considerada
uma das maiores produtoras de leite do estado, onde predomina a agricultura familiar em que
a venda de leite € a fonte principal de renda mensal. As propriedades leiteiras presentes nesta
regido caracterizam-se por apresentarem alta taxa de renovagdo de animais, ocorrendo 0
descarte destes quando a producdo de leite ndo é satisfatoria. Desta forma, a alta taxa de
reposicdo de animais realizada neste tipo de exploracdo zootécnica poderia facilitar a
introducgdo de enfermidades, como a leptospirose, quando realizadas sem controle sanitario.

O sorovar Hardjo (55,22%) foi considerado o mais frequente entre 0s
animais estudados, seguido pelos sorovares Tarassovi (11,42%), associacdo Hardjo e Wolffi
(8,71%), Grippotyphosa (3,91%) e Bratislava (2,30%) (Quadro 5). Similarmente, 0s sorovares
Hardjo (65,76%), associacdo Hardjo e Wolffi (7,57%), Tarassovi (7,46%), Grippotyphosa
(5,97%) e Bratislava (2,24%) foram os mais frequentes entre os rebanhos bovinos analisados
(Quadro 6).

O predominio do sorovar Hardjo detectado neste trabalho concorda com
outros estudos realizados em outros estados do pais (Oliveira et al., 2001; Homem et al.,
2001; Araujo et al., 2005; Castro et al., 2008; Figueiredo et al., 2009; Oliveira et al., 2009). O
sorovar Hardjo é considerado adaptado a espécie bovina, que pode comportar-se como
reservatorio, mantendo a doenca no rebanho (Moreira 1994). A maior frequéncia de bovinos
sororeagentes para o sorovar Hardjo detectada neste trabalho sugere que a fonte de infecgéo
mais importante para estes animais seja o proprio bovino infectado.

A deteccdo de sorovares considerados acidentais para a espécie bovina
sugere a participacdo de espécies domésticas e silvestres na transmissdo da Leptospira spp
para os animais estudados. Os sorovares Tarassovi e Grippotyphosa detectados como 0s mais
frequentes e cujas descrigcdes séo relacionadas com animais silvestres (Hidalgo; Sulzer, 1984;

Pellegrin et al., 1999), levantam a suspeita do envolvimento destas espécies animais como
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reservatorios e potenciais transmissores destes sorovares aos animais estudados. A presenca
de animais sororeagentes para o sorovar Bratislava, que normalmente circula na populacao de
suinos (Ellis & Thiermann, 1986), sugere a proximidade entre os rebanhos bovinos estudados
e com possiveis criagcBes suinas presentes na regido. Segundo Ellis (1984), a infec¢do por
Leptospira spp nos animais domésticos € determinada por fatores como as espécies animais
de contato, 0s sorovares existentes na regido, as condi¢cdes ambientais e climaticas, além do
manejo e das oportunidades de infeccdo direta ou indireta.

Foi observada uma grande frequéncia de rea¢des cruzadas entre 0s sorovares
Hardjo e Wolffi, entretanto a ocorréncia isolada do sorovar Wolffi mostrou-se bastante
inferior a de Hardjo. As reacfes cruzadas entre estes sorovares podem ocorrer por
pertencerem ao mesmo sorogrupo Sejroe e por compartilharem determinantes antigénicos
semelhantes entre si (Costa et al., 1998). Com o intuito de se conhecer a frequéncia de reagoes
cruzadas entre os sorovares Hardjo e Wolffi e a importancia da incluséo dos dois sorovares na
bateria antigénica, as coaglutinagdes entre estes dois sorovares ndo foram desconsideradas da
anélise.

A andlise multivariada demonstrou a associacdo entre o status do rebanho
para a Leptospira spp e sorovar Hardjo e para as varidveis de risco. Esta analise foi realizada
para verificar diferencas estatisticas entre as variaveis de risco associadas para a Leptospira
spp e para o sorovar Hardjo nos rebanhos estudados. Entretanto, devido a alta prevaléncia
detectada do sorovar Hardjo, os fatores de risco associados tanto para qualquer sorovar como
para o sorovar Hardjo foram semelhantes, diferenciando somente em uma Unica variavel.

As propriedades que realizavam a pratica de aluguel de pastos apresentaram
mais chances de serem positivas para a leptospirose do que propriedades que ndo realizavam.
O risco de introducdo da doenca, através da pratica de aluguel de pastos, em um rebanho livre
da enfermidade é grande, principalmente se os animais introduzidos no rebanho estiverem
eliminando o agente pela urina.

A compra de animais infectados € amplamente reportada como um dos
principais fatores de introducdo da leptospirose em rebanhos livres (Castro et al., 2008;
Oliveira et al., 2010). Neste trabalho, propriedades que realizavam a compra de animais
apresentaram mais chances de serem positivas para a Leptospira spp do que propriedades que
ndo realizavam. Estes dados evidenciam a importancia desta variavel, quando a aquisicdo de
animais é realizada sem controle sanitario, como fator de introducdo da doenca em

propriedades livres.
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As variaveis relacionadas ao tamanho do rebanho foram consideradas
fatores de risco para a doenga. De acordo com Oliveira et al. (2010), o aumento do rebanho
pode resultar em aumento da probabilidade de ocorrer a leptospirose, tornando-a mais
persistente e de dificil controle e erradicagdo. Assim, o numero elevado de animais no
rebanho significa maior risco de introducdo e disseminagcdo da enfermidade. Estes dados
confirmam os resultados obtidos no estudo de prevaléncia em que foi verificada maior
concentracdo da infeccdo nas propriedades com maior nimero de animais.

A presenca de equinos, identificada como fator de risco para a enfermidade,
demonstra a possibilidade de contato destes animais com os bovinos estudados. No estado do
Parana, a utilizacdo de equinos como animais de servigo em rebanhos de corte é bastante
comum e este estreito convivio pode favorecer a transmissdo da leptospirose entre estas
espécies animais. De acordo com Murhekar et al. (1998), o ciclo de transmissdo da
leptospirose envolve a interagdo entre uma ou mais espécies de reservatérios e hospedeiros,
além de fatores favoraveis ao micro-organismo encontrados no meio ambiente.

As propriedades que utilizavam piquete de pari¢cdo apresentaram mais
chances de serem positivas para a leptospirose do que as que ndo utilizavam. O piquete de
paricdo é uma excelente pratica utilizada para facilitar o0 manejo, assisténcia ao parto e ao
bezerro. Entretanto, esta pratica pode facilitar a transmissdo do micro-organismo, quando o
manejo das instalacGes é realizado de forma inadequada. A maior concentracdo de animais no
piquete e consequente acumulo de urina e contato com eventuais produtos de parto e aborto
contaminados, associados a falhas de manejo, podem predispor a infec¢do pela Leptospira
spp.

Estudos epidemioldgicos da leptospirose nos rebanhos bovinos do estado do
Parana sdo de grande importancia, pois contribuem para 0 monitoramento da saide animal no
estado, viabilizando o controle da enfermidade e minimizando as perdas recorrentes, aspecto
considerado essencial para o estado do Parand, que apresenta a pecuaria como importante
atividade econémica.

No presente trabalho, a andlise de prevaléncia de focos e de animais
demonstrou que a Leptospira spp esta presente em todos 0s sete circuitos produtores em que 0
estado do Parana foi dividido, sendo possivel identificar as areas de maior risco e de
ocorréncia da enfermidade nos rebanhos bovinos estudados. O método estimador de
densidade de Kernel permitiu estratificar o estado em areas de risco, através do conhecimento
da distribuicdo espacial da leptospirose, 0 que possibilita o planejamento de ac¢des de controle

mais adequadas, voltadas para as areas de maior risco. O resultado da anélise dos fatores de
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risco indica que as caracteristicas das propriedades e fatores relacionados ao manejo estdo
associados a soropositividade para a Leptospira spp e devem ser considerados em programas
de prevencdo da doenca. Desta forma, os dados epidemiologicos obtidos neste estudo poderdo
auxiliar na elaboragdo de estratégias de controle, principalmente nas areas de maior risco e

ocorréncia da leptospirose, produzindo melhor resultado na reducgéo da incidéncia da doenca.
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Quadro 1 — Dados censitarios da populacdo bovina do estado do Parana em 2001, segundo

circuitos produtores.

Circuitos produtores Total de Rebanhos Total de fémeas Fémeas
rebanhos com analisadas com idade = 24 analisadas
N° Regido Niicleos regionais atividade Ll
reprodutiva
1 Noroeste Umuarama e Paranavai 23.104 283 1.140.410 2.730
2 Centro-Oeste/Norte Campo Mourdo, Maring e Londrina 20.835 280 750,002 2512
3 Norte Pioneiro Cornélio Procdpio, Ivaipora e Jacarezinho 27403 274 972.554 2.195
4 Centro-Sul Laranjeiras do Sul. Guarapuava e Ponta 42738 274 878.916 1.880
Grossa
5 Oeste Cascavel e Toledo 33.451 279 616.012 1.898
6 Leste-Sul Curitiba, Unidio da Vitdria, Paranagud e 18.616 279 173396 1271
Irati
7 Sudoeste Francisce Beltrdo e Pato Branco 44126 257 517.315 1.677
Total 210.273 1.926 5.048.605 14.163

Quadro 2 — Prevaléncia de animais sororeagentes para
produtor, no estado do Parand, 2001-2002.

leptospirose, segundo circuito

Circuito produtor

Animais testados

Animais

sororeage ntes

1- Noroeste 2.730
2- Centro-Oeste /Norte 2.512
3- Norte Fioneiro 2.195
4- Cenfro-Sul 1.880
5- Oeste 1.898
6- Leste-Sul 1.271
7- Sudoeste 1.677
Total 14.163

802
912
590
647
291
221
224
3.687

Prevaléncia
% IC 95%*
41,13 [34,07-48,20]
47,29 [39,33-55,25]
34,89 [27,70-42,09]
48,09 [41,29-54,89]
22,96 [14,33-31,60]
28,59 [18,70-38,48]
24,43 [15,31-33,56]
37,70 [34,54-40,86]

*Intervalo de confianca de 95%
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Quadro 3 — Prevaléncia de focos de leptospirose, segundo circuito produtor, no estado do
Parand, 2001-2002.

Rebanhos Prevaléncia
Circuito produtor Rebanhos testados — 7 9595
1- Noroeste 283 220 77,74 [72,44-82,45]
2- Centro-Oeste/Norte 280 231 82,50 [77,53-86,76]
3- Norte Pioneiro 274 163 59,49 [53,42-65,35]
4- Centro-Sul 274 181 66,06 [60,12-71,65]
5- Oeste 279 97 34,77 [29,19-40,67]
- Leste-Sul 279 77 27,60 [22,44-33,24]
7- Sudoeste 257 103 40,08 [34,04-46,35]
Total 1.926 1.072 54,28 [52,05-56,51]

*Intervalo de confianca de 95%

Quadro 4 — Prevaléncia de focos de leptospirose por tipo de exploracdo zootécnica, segundo
circuito produtor, no estado do Parana, 2001-2002.

Corte Leite Misto

Circuito produtor
Prev (%) IC (95%) Prev (%) IC (95%) Prev (%) IC (95%)*

1- Noroeste 81,01  [70,62-88,96] 83,67  [74,84-90,37] 69,81  [60,13-78,35]
2- Centro-Oeste/Norte 90,91  [8125-96,59] 8156  [74,16-8759] 76,39  [64,91-85,60]
3- Norte Pioneiro 81,48  [68,57-90,74] 53,33  [42,51-6393] 54,61  [45,65-63,36]
4- Centro-Sul 81,25  [69,54-89,92] 61,39 [51,18-7091] 61,68  [51,78-70,91]
5- Oeste 54,17  [32,82-74,45] 32,89  [2550-40,97] 33,33  [24,31-43,35]
6- Leste-Sul 42,86  [26,32-60,65] 32,00  [23,02-42,08] 20,57  [14,23-28,18]
7- Sudoeste 75,00  [47,62-92,73] 4257  [32,79-52,81] 33,81  [26,01-42,32]
Total 76,92  [72,06-81,31] 5517  [51,61-58,69] 41,18  [43,66-50,71]

*Intervalo de confianca de 95%
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Quadro 5 — Sorovares de Leptospira spp prevalentes nos animais sororeagentes do estado do
Parand, 2001-2002.

Hardjo 2.036/3.687 55,22
Tarassovi 421/3.687 11,42
Hardjo e Wolffi 321/3.687 871
Empate sorologico 305/3.687 8,27
Grippotyphosa 144 /3.687 391
Bratislava B5/3.687 2,30
Wolffi 82/3.687 2,22
Autumnalis 79/3.687 2,14
Australis 55/3.687 1,49
Pomona 33/3.687 0,89
Pyrogenes 27/3.687 0,73
Copenhageni 21/3.687 0,57
Shermani 18/3.687 0,49
Canicola 13/3.687 0,36
Castellonis 13/3.687 0,36
Sentot 11/3/687 0,30
Icterohaemorrhagiae 9/3.687 0,24
Butembo 9/3.687 0,24
Bataviae 2/3.687 0,05
Cynopteri 1/3.687 0,03
Panama 1/3.687 0,03

Whitcombi 1/3.687 0,03
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Quadro 6 — Sorovares de Leptospira spp prevalentes nos rebanhos sororeagentes do estado
do Parand, 2001-2002.

Sorovar Proporcdo de rebanhos Prevaléncia (%) IC 95%*
sororeagentes

Hardjo 705/1.072 65,76 [62,84-68,60]
Hardjo e Wolffi 81/1.072 7,57 [6,04-9,30]
Tarassovi 80/1.072 7,47 [5,97-9,20]
Grippotyphosa 64/1.072 5,97 [4,63-7,56]
Bratislava 24/1.072 2,24 [1,44-3,31]
Wolffi 22/1.072 2,05 [1,29-3,09]
Autumnalis 17/1.072 1,58 [0,93-2,53]
Shermani 17/1.072 1,58 [0,93-2,53]
Australis 11/1.072 1,03 [0,51-1,83]
Canicola 11/1.072 1,03 [0,51-1,83]
Pomona 10/1.072 0,93 [0,45-1,71]
Pyrogenes 10/1.072 0,93 [0,45-1,71]
Sentot 05/1.072 0,47 [0,15-1,08]
Castellonis 04/1.072 0,37 [0,10-0,95]
Icterohaemorrhagiae 04/1.072 0,37 [0,10-0,95]
Copenhageni 03/1.072 0,28 [0,06-0,81]
Butembo 02/1.072 0,19 [0,02-0,67]
Cynopteri 01/1.072 0,09 -
Hebdomadis 01/1.072 0,09 ¥

*Intervalo de confianca de 95%
**Nao foi possivel calcular
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Quadro 7 — Distribuicdo das variaveis analisadas como possiveis fatores de risco para a
infeccdo por qualquer sorovar de Leptospira spp em rebanhos bovinos do estado
do Parand, 2001-2002.

Variavel Expostos/Positivos Expostos/Negativos P
Rebanho confinado/semi-confinado 197/1.068 197/844 0,009
Exploracdo de corte 260/1.068 78/850 0,000
Racgas puras 411/1.039 229/825 0,000
Ter mais de 49 bovinos 424/1.072 67/854 0,000
Ter mais de 20 fémeas acima de 24 meses 407/1.066 63/847 0,000
Utiliza a inseminacdo artificial 168/1.044 200/834 0,000
Contato com ovinos e caprinos 182/1.072 79/854 0,000
Contato com equinos 810/1.072 445 /854 0,000
Contato com suinos 707/1.072 602/854 0,034
Contato com cdes 964,/1.072 779/854 0,337
Contato com animais silvestres 346/1.072 194/854 0,000
Histérico de aborto 225/1.053 130/833 0,001
Deixa produtos de aborto na pastagem 346/787 270/534 0,000
Compra de animais para reproducio 615/1.066 286/846 0,000
Venda de animais para reproducio 308/1.060 121/841 0,000
Abate animais na propriedade 109/1.053 290/830 0,000
Aluga pasto 189/1.068 63/845 0,000
Pasto comum com outras propriedades 164/1.065 84/848 0,000
Presenca de areas alagadicas 256/1.064 226/836 0,139
Presenca de piquetes de paricdo 345/1.064 165/826 0,000

Quadro 8 — Distribuicdo das varidveis analisadas como possiveis fatores de risco para a
infeccdo pelo sorovar Hardjo em rebanhos bovinos do estado do Parana, 2001-

2002.
Variavel Expostos/Positivos  Expostos/Negativos p
Rebanho confinado/semi-confinado 1227627 197 /845 0,076
Exploracdo de corte 167/627 79/851 0,000
Racas puras 249/609 229/826 0,000
Ter mais de 49 bovinos 274/629 68/855 0,000
Ter mais de 20 fémeas acima de 24 meses 261/626 63/848 0,000
Utiliza a inseminacdo artificial 89/613 200/835 0,000
Contato com ovinos e caprinos 116/629 79/855 0,000
Contato com equinos 492 /629 444 /855 0,000
Contato com suinos 415/629 603/855 0,062
Contato com cdes 559/629 780/855 0,131
Contato com animais silvestres 203/629 194/855 0,000
Histérico de aborto 134/613 130/834 0,002
Deixa produtos de aborto na pastagem 216/466 271/535 0,012
Compra de animais para reproducio 375/627 286/847 0,000
Venda de animais para reproducio 195/624 121/842 0,000
Abate animais na propriedade 56/619 290/831 0,000
Aluga pasto 130/626 63/846 0,000
Pasto comum com outras propriedades 100/624 84,/849 0,000
Presenca de areas alagadicas 148/624 225/837 0,170

Presenca de piquetes de paricio 203/623 165,/827 0,000




61

Quadro 9 — Modelo final de regresséo logistica multivariada dos fatores de risco associados
a infeccdo para qualquer sorovar de Leptospira spp em rebanhos com atividade
reprodutiva do estado do Parand, 2001-2002.

Variaveis Casos Expostos P OR! IC 9544
Aluguel de pasto 189 252 0,000 1,91 [1,36-2,68]
Presenca de equinos 810 1255 0,000 1,59 [1,28-1,97]
jPresenn;a de = 20 fémeas com T e 0,000 2,25 [1,46-3,49]
idade = 24 meses

Presenca de = 49 bovinos 424 491 0,000 2,78 [1,82-4,26]
Compra de reprodutores 615 901 0,000 1,96 [1,59-2,41]
Presenca de piquete de paricio 345 510 0,022 1,32 [1,04-1,68]

R? = 24,80%
'Odds ratio

Quadro 10 — Modelo final de regressao logistica multivariada dos fatores de risco associados
a infeccdo pelo sorovar Hardjo em rebanhos com atividade reprodutiva do

estado do Parang, 2001-2002.

Variaveis Casos Expostos p OR! IC 959
Presenca de > 49 bovinos 274 342 0,000 3,05 [1,94-4,80]
Pr de = 20 fé

resefiee e FMEAS 261 324 0,000 2,38 [1,50-3,79]
com idade = 24 meses
Presenca de equinos 492 936 0,000 1,87 [1,45-2,43]
Compra de reprodutores 375 661 0,000 2,14 [1,68-2,72]
Aluguel de pasto 130 193 0,000 2,22 [1,54-3,21]

R?=30,1%
'Odds ratio
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Fig.1 —Mapa do estado do Parana, demonstrando os circuitos e respectivos nucleos regionais.

Circuito 1: Regi&o Noroeste- (ntcleos regionais: Umuarama e Paranavai)

Circuito 2: Regido Centro-oeste/Norte- (ntcleos regionais: Campo Mourdo, Maringa e Londrina)
Circuito 3: Norte Pioneiro- (ntcleos regionais: Cornélio Procopio, lvaipora e Jacarezinho)
Circuito 4: Regido Centro-sul- (ntcleos regionais: Laranjeiras do sul, Guarapuava e Ponta Grossa)
Circuito 5: Regido Oeste- (nucleos regionais: Cascavel e Toledo)

Circuito 6: Regido Leste/Sul- (nucleos regionais: Curitiba, Unido da Vitoria, Paranagua e Irati)
Circuito 7: Regido Sudoeste- (ntcleos regionais: Francisco Beltrdo e Pato Branco)

Fig.2 — Distribuicdo espacial das areas de risco para leptospirose bovina em propriedades
localizadas no estado do Parana.
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The aim of this study was to determine the prevalence of leptospirosis and the risk factors for
this disease in breeding cattle herds in the south central region of Parana state. It was based on
the statistic delineation, serological samples and information regarding the selected farms
employed in the study of bovine brucellosis for Parand state in the context of National
Program for Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis. A total of 1.880
females aged >24 months from 274 herds not vaccinated against leptospirosis were studied.
Serum samples were tested for antibodies against Leptospira spp using microscopic
agglutination test (MAT) with 22 serovars. The epidemiological questionnaire was applied on
all the selected farms and aimed to obtain epidemiological data. Hundred eighty one of 274
herds were positive for Leptospira spp, presenting prevalence of positive herds of 66,06%
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purchase (0.R=2,010; 1.C=1,154-3,500), rent of pastures (0.R=2,925; 1.C=1,060-8,068) and
presence of maternity paddock (O.R=1,981; 1.C=1,068-3,676) were identified as risk factors
for leptospirosis due to any serovar in the multivariate logistic regression. Risk factors for
leptospirosis due to serovar Hardjo were presence of > 43 bovines (0.R=3,622; 1.C=1,512-
8,677), animal purchase (0.R=3,143; 1.C=1,557-6,342), rent of pastures (O.R=4,070;
1.C=1,370-12,087) and presence of horses (0.R=2,981; 1.C=1,321-6,726). These results
indicate that Leptospira spp infection is widespread in the south central region of Parana state
and that factors related to the herd characteristic and management are associated with the
infection.

INDEX TERMS: Prevalence. Epidemiology. Risk factors. Leptospirosis. Microscopic
agglutination test.

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia de leptospirose e 0s
fatores de risco associados a esta doenca em rebanhos bovinos com atividade reprodutiva da
regido centro-sul do estado do Parand. Foram utilizados o delineamento estatistico, as
amostras soroldgicas e as informacgOes referentes as propriedades empregadas no estudo da
brucelose bovina no estado do Parana dentro do Contexto do Programa Nacional de Controle
e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose. Foram estudadas 1.880 fémeas com idade igual ou
superior a 24 meses, provenientes de 274 rebanhos ndo vacinados contra a leptospirose. Para
o0 diagnostico sorologico da infeccdo foi utilizada a prova de soroaglutinacdo microscopica
(SAM) com 22 sorovares de Leptospira spp. Em cada propriedade foi aplicado um
questionario epidemioldgico para a obtencdo de informacgdes epidemioldgicas e praticas de
manejo empregadas. Dos 274 rebanhos analisados, 181 foram considerados positivos para a
leptospirose, com a prevaléncia de rebanhos de 66,06% (1.C.95%=60,12-71,65%). Presenca
de > 43 bovinos (OR=3,120; 1.C=1,418-6,867), compra de reprodutores (O.R=2,010;
1.C=1,154-3,500), aluguel de pasto (O.R=2,925; 1.C=1,060-8,068), presenca de piquete de
paricdo (O.R=1,981; 1.C=1,068-3,676) foram identificados como fatores de risco para a
infeccdo para qualquer sorovar de Leptospira spp na analise de regressao logistica
multivariada. Os fatores de risco para a infecgéo pelo sorovar Hardjo foram presenca de > 43
bovinos (0.R=3,622; 1.C=1,512-8,677), compra de reprodutores (O.R=3,143; 1.C=1,557-
6,342), aluguel de pasto (O.R=4,070; 1.C=1,370-12,087) e presenca de equinos (O.R=2,981,
1.C=1,321-6,726). Estes resultados indicam que a infeccdo pela Leptospira spp esta
amplamente distribuida na regido centro-sul do estado do Parané e que fatores de relacionados
as caracteristicas das propriedades e ao manejo estdo associados a infeccao.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Prevaléncia. Epidemiologia. Fator de risco. Leptospirose.
Soroaglutinacdo microscopica.

4.1.1 Introducéo

A leptospirose é uma zoonose mundialmente difundida, causada pela
infeccdo de diferentes sorovares de Leptospira spp. Na espécie bovina, esta doenca €
responsavel por elevadas perdas econdmicas na pecuaria mundial devido ao

comprometimento no desempenho reprodutivo dos rebanhos acometidos (Ellis 1994).
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Nas criacbes de bovinos, a disseminacdo de leptospiras € caracterizada
principalmente pela presenca de animais doentes ou portadores assintomaticos que eliminam a
bactéria pela urina, descargas cérvico-vaginais, fetos abortados e placenta, mantendo a doenca
endémica na propriedade (Faine et al. 1999). Outros fatores como a existéncia de sorovares de
leptospiras na regido, a criagcdo simultdnea de animais de diversas espécies, a presenca de
animais silvestres, as condi¢des ambientais e climaticas, além do manejo entre outros também
podem influenciar o contato do bovino com o microrganismo (Ellis 1984).

No Brasil, a soroprevaléncia da leptospirose bovina é extremamente variada,
tanto em rebanhos, (Favero et al. 2001, Homem et al. 2001, Thompson et al. 2006, Lage et al.
2007) gquanto o tipo de exploracdo corte ou leite (Langoni et al. 2000, Favero et al. 2001). Os
levantamentos soroldgicos ja efetuados no Brasil tém encontrado o predominio de reacdes
para o sorovar Hardjo nos rebanhos bovinos brasileiros (Favero et al. 2002, Genovez et al.
2004, Castro et al. 2008, Figueiredo et al. 2009). No estado do Parana, o sorovar Hardjo
também é considerado o mais freqliente (Giraldi 2003).

O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia da leptospirose e 0s
fatores de risco associados a esta doenca em rebanhos bovinos com atividade reprodutiva da
regido centro-sul do estado do Parana.

4.1.2 Material e Métodos

4.1.2.1 Populagdo estudada

Foi examinada uma amostra representativa da populacdo bovina da regido
centro-sul do estado do Parana (Fig.1), aproveitando-se o banco de soros colhidos para o
estudo da soroepidemiologia da brucelose bovina no estado, no contexto do Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovina (PNCEBT). Esta
regido inclui os nucleos regionais de administracdo da Secretaria da Agricultura e
Abastecimento (SEAB-PR) de Laranjeiras do Sul, Guarapuava e Ponta Grossa, e envolve 40
municipios com 18.616 propriedades com explora¢do de bovideos, 1.558.365 bovideos e

878.916 fémeas com idade superior a 2 anos (Parana 2001).
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4.1.2.2 Delineamento amostral

A amostragem foi realizada em duas etapas. Primeiro, a selecdo aleatoria de
um ndmero pré-estabelecido de propriedades, que representam as unidades primarias de
amostragem. Dentro das unidades primérias, foi amostrado de forma aleatéria um nimero
pré-estabelecido de animais (unidades secundarias), com a finalidade de determinar o estado
sanitério do rebanho.

O célculo do nimero de rebanhos foi determinado pelo grau de confianca do
resultado, pelo nivel de precisdo desejado e pelo valor da prevaléncia esperado (Noordhuizen
et al. 1997), utilizando-se a formula para amostras simples aleatorias, segundo Thrusfied
(1995) e Noordhuizen et al. (1997):

zZ>-\/P(1-P)

d-

Onde:

n = nimero de propriedades amostradas por circuito produtor;

Za = valor da distribuicdo normal para o grau de confianca de 95%;
P = prevaléncia esperada, fixada em 20%;

d = preciséo, fixada em 5%.

A selecdo aleatodria dos rebanhos, para cada circuito produtor, foi realizada a
partir do cadastro de propriedades existentes junto a base da Unidade Veterinaria Local
correspondente. Para cada municipio, as propriedades existentes foram numeradas e os dados
armazenados em planilhas do programa Microsoft Excel 2000®. As propriedades amostradas
foram selecionadas aleatoriamente, considerando-se o nimero de propriedades do municipio e
0 numero de propriedades amostradas no circuito produtor.

O planejamento amostral para as unidades secundarias estimou o nimero
minimo de animais a serem examinados por propriedade, de forma a permitir a sua
classificagdo como foco ou néo foco.

O ndmero de animais selecionados por rebanho foi determinado pelo
programa Herdacc®, version 3 (University of Guelph), considerando-se os valores de
sensibilidade e especificidade agregada dos procedimentos de diagnéstico empregados para o
estudo da brucelose, prevaléncia intra-rebanho e erro padréo (Parané 2001).

Em rebanhos constituidos por até 99 fémeas, com idade igual ou superior a

24 meses, foram examinados dez animais ou todas as fémeas nesta faixa etaria nos rebanhos
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com menos de dez animais. Em rebanhos constituidos por mais de 99 fémeas, foram
amostradas 15 fémeas (Parana 2001). A selecdo dos animais dentro da propriedade foi
aleatéria utilizando-se dois métodos, a amostragem aleatéria simples ou a aleatdria
sistematica.

Foram examinadas um total de 1.880 fémeas com idade > 24 meses,

provenientes de 274 rebanhos nédo vacinados contra leptospirose.

4.1.2.3 Colheita das amostras de sangue e dados epidemioldgicos

A colheita de sangue foi realizada no periodo de dezembro de 2001 a julho
de 2002, por meio de puncdo da veia jugular utilizando agulha descartavel estéril e tubo com
vacuo, previamente identificado. As amostras de soro foram armazenadas em microtubos de
plastico e congeladas a -20°C. O questionario epidemiolégico foi aplicado em todas as
propriedades selecionadas para a obtencdo de informacgdes de sistemas de producdo e de

manejo existentes.

4.1.2.4 Teste soroldgico

Os soros foram submetidos a prova de soroaglutinacdo microscépica (SAM)
com antigenos vivos (Faine et al. 1999). Foram utilizados 22 sorovares de referéncia:
Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcomb,
Cynopteri, Fortbragg, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Sentot e Tarassovi. Os antigenos
foram mantidos a 28°C por cinco a dez dias em meio EMJH (DIFCO®-USA). As amostras de
soros que apresentaram na SAM pelo menos 50% das leptospiras aglutinadas na diluigéo de
1:100 foram consideradas reagentes e entdo diluidas geometricamente na razdo dois para
determinacdo da diluicdo maxima positiva.

No animal, o provavel sorovar infectante foi o que apresentou o maior
titulo. Com excecdo da associacdo entre os sorovares Hardjo e Wolffi, os animais que
apresentaram titulos mais elevados idénticos para dois ou mais sorovares foram excluidos
desta analise e considerados reatores para a Leptospira spp.

Na propriedade, o provavel sorovar infectante foi 0 que apresentou o maior
titulo e o maior numero de reacdes positivas. Uma propriedade foi considerada positiva (foco)

quando apresentou pelo menos um animal sororeagente na propriedade.
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4.1.2.5 Analise de dados

As informacgdes dos questionarios aplicados, assim como os resultados da
sorologia e a condicdo da propriedade, foram armazenadas num banco de dados com o
emprego do programa Microsoft Access® e critérios estabelecidos pelo programa Herdacc®,
version 3 (University of Guelph) que considerou o tamanho da populacédo, prevaléncia intra-
rebanho de 50%, sensibilidade e especificidade do teste de diagnostico utilizado (SAM), de
modo a serem obtidos a sensibilidade e especificidade de rebanho superiores a 90%.

Como a amostra de unidades primarias no circuito produtor foi aleatéria
sistematica (Cochran 1977), a prevaléncia aparente de focos de leptospirose foi calculada
tendo como parametros o numero de focos e o nimero de propriedades amostradas (Dean et
al. 1994). Os célculos das prevaléncias de focos e os respectivos intervalos de confianca
foram realizados com o auxilio do programa Epilnfo 6.04d (Dean et al. 1994).

As variaveis relacionadas no questionario epidemiologico permitiram o
estudo dos fatores de risco. As variaveis analisadas foram: tipo de criacéo; tipo de exploracgéo;
raca predominante; ndmero total de bovinos existentes; nimero de fémeas acima de 24 meses;
presenca de outras espécies domésticas; presenca de espécies silvestres de vida livre; uso de
inseminacao artificial; destino de fetos e placentas; compra ou venda de machos e/ou fémeas
para reproducdo; pastagens em comum com outras propriedades; pratica de aluguel de pasto;
piquete separado para fémeas na fase de parto e/ou pds-parto e ocorréncia de aborto.

As categorias das variaveis foram organizadas e apresentadas em escala
crescente de risco. Quando necessario foi realizada a recategorizacdo dessas variaveis. A
categoria de menor risco foi considerada como base para a comparacdo das demais. As
variaveis quantitativas foram recategorizadas em quartis.

A anélise univariada foi empregada para a verificacdo da associacdo entre o
status do rebanho para a leptospirose e especificamente para o sorovar Hardjo (auséncia de
animais positivos =0; presenca de um animal soropositivo =1) e variaveis de risco, utilizando
o teste de x* ou teste exato de Fisher. As variaveis com valor de p<0,2 na analise univariada
foram incluidas na analise de regressao logistica multivariada (Hosmer & Lemeshow 1989).

As analises foram realizadas com o programa SPSS version 9.0 (SPSS INC 1999a).
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4.1.3 Resultados

4.1.3.1 Caracterizacdo da amostra

O numero de animais nas propriedades selecionadas variou entre um a
2.667, apresentando mediana de 16 animais. A dispersdo do numero de bovinos, segundo o
sistema de exploracdo zootécnica das propriedades selecionadas é apresentada na Fig. 2.

Na amostragem estudada, 98,4% das propriedades de corte eram de criagdo
extensiva, com predominio (45,31%) de racas zebuinas. A aquisicdo de animais para a
reproducéo era realizada em 78,12% das propriedades, sendo 68,75% proveniente diretamente
de outras fazendas.

Dos rebanhos leiteiros amostrados, as criagdes extensivas predominaram em
76,23%, com 51,4% dos rebanhos constituidos por racas européias especializadas na
producéo de leite. A compra de reprodutores era realizada por 49,5% das propriedades, sendo
40,6% proveniente diretamente de outras fazendas. A média de producéo na regido é de 48,47
L/leite/dia.

As propriedades mistas caracterizaram-se por criagdes extensivas (95,3%),
com predominio (71,9%) de animais de composicao racial mista. A monta natural € o método
de reproducao utilizado predominantemente (83,2%) e a ordenha era realizada manualmente
em 83,/2% das propriedades amostradas. A compra de reprodutores era realizada em 39,04%
das propriedades, sendo 69,15% proveniente de outras fazendas.

4.1.3.2 Prevaléncia de propriedades reagentes

Das 1.880 fémeas bovinas examinadas, 647 foram reagentes na SAM para
qualquer um dos 22 sorovares de Leptospira spp, com titulos variando entre 100 e 3.200.

Dos 274 rebanhos examinados, 181 (66,06%>;1.C.95%>=60,12-71,65%>)
apresentaram pelo menos um animal reagente na SAM para qualquer sorovar.

No quadro 1 sdo apresentados os dados de prevaléncia de focos de
leptospirose segundo o sistema de exploracdo zootécnica na regido centro-sul do estado do
Parand.

No quadro 2 sdo demonstrados os sorovares de Leptospira spp prevalentes
nas propriedades positivas da regido centro-sul do estado do Parana.
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4.1.3.3 Analise dos fatores de risco

Nos quadros 3 e 4 sdo apresentadas as variaveis relacionadas as
caracteristicas de propriedades e de manejo mais intensamente associadas a presenca ou
auséncia da infeccdo para qualquer um dos 22 sorovares de Leptospira spp utilizados e
isoladamente para o sorovar Hardjo, respectivamente, nos rebanhos da regido centro-sul do
estado do Parand.

Os fatores de risco associados a infeccdo para qualquer sorovar de
Leptospira spp e sorovar Hardjo identificados na analise de regressdo logistica multivariada

sdo descritos nos quadros 5 e 6, respectivamente.

4.1.4 Discussao

A deteccdo de 647 animais reagentes na SAM em 181 (66,06%)
propriedades da regido centro-sul do estado do Parana indica a presenca da leptospirose em
grande parte do territdrio estudado. No Brasil, estudos soroldgicos realizados em animais de
producdo também demonstraram que a infeccdo por este microrganismo esta bastante
difundida (Castro et al. 2008, Figueiredo et al. 2009, Oliveira et al. 2009).

Os rebanhos especializados na pecuaria de corte apresentaram uma maior
prevaléncia (81,25%) da leptospirose quando comparados a outros tipos de exploragdo
zootécnica presentes na regido estudada. Vasconcellos et al. (1997) examinando rebanhos
leiteiros e de corte em seis estados brasileiros, encontraram uma freqiiéncia mais elevada de
soropositividade para a leptospirose entre 0s bovinos de corte. Prescott et al. (1988) relataram
que as diferentes praticas de manejo empregadas em rebanhos bovinos de corte podem
propiciar a manutencdo de leptospiras neste tipo de exploracéo.

O sorovar Hardjo (54,70%) foi o mais freqlente entre os rebanhos bovinos
estudados. Este sorovar é considerado o mais difundido mundialmente entre os bovinos,
inclusive no Brasil (Giraldi 2003, Lage et al. 2007, Castro et al. 2008, Figueiredo et al. 2009).
O sorovar Hardjo é considerado adaptado a espécie bovina que pode comportar-se como
reservatorio, mantendo a doenca no rebanho (Moreira 1994). A maior frequéncia de bovinos
sororeatores para o sorovar Hardjo detectada no presente trabalho sugere que a fonte de
infeccdo mais importante para estes animais seja o proprio bovino infectado.

A freqiiéncia de rebanhos sororeagentes para 0s sorovares Grippotyphosa

(7,74%) e Shermani (7,18%) sugere a participacdo de espécies domésticas e silvestres na
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transmisséo da Leptospira spp para os animais estudados. Pellegrin et al. (1999) encontraram
uma alta frequéncia de animais reatores para os sorovares Grippotyphosa e Shermani em
bovinos do estado do Mato Grosso e ressaltaram que a ocorréncia destes sorovares nos
animais estudados poderiam estar relacionadas a presenca de animais silvestres na regido
estudada. De fato, 0os sorovares de Leptospira spp presentes em uma determinada regido estéo
associados a presenca de um ou mais hospedeiros de manutencdo, que servem como
reservatorios naturais do microrganismo (Bolin 1996).

Por pertencerem a0 mesmo sorogrupo e, portanto, possuirem afinidades
antigénicas, podem ocorrer reacdes cruzadas entre os sorovares Hardjo e Wolffi (Faine et al.,
1999). Isto foi verificado no presente estudo (1,66%), embora a ocorréncia de Wolffi (0,55%)
de forma isolada mostrou-se bastante inferior a de Hardjo (54,70%). Com o intuito de se
conhecer a frequéncia de reagdes cruzadas entre eles e a importancia da incluséo dos dois
sorovares na colecdo de antigenos, as coaglutinacfes entre os sorovares Hardjo e Wolffi ndo
foram desconsiderados da anélise.

A analise multivariada dos fatores de risco para a infeccdo por Leptospira
spp em rebanhos bovinos da regido centro-sul indicou que as propriedades com namero > 43
fémeas possuem maiores chances de serem positivas para a leptospirose que propriedades
com menor numero de fémeas. Alonso Andicoberry et al. (2001) referiram que, o tamanho do
rebanho pode influenciar a manutencéo da Leptospira spp em determinadas populaces.

Entretanto, a prevaléncia da leptospirose em uma regido dependera,
sobretudo, da presenca de animais portadores, que eliminem o microrganismo na urina, da
contaminacdo do ambiente com leptospiras vivas, da sobrevivéncia das mesmas no ambiente e
do contato dos animais suscetiveis com o agente (Niang et al. 1994).

A compra de reprodutores foi identificada neste estudo como fator de risco
para a doenca. No Parana, Rodrigues et al. (1999) detectaram anticorpos anti-leptospiras
contra o sorovar Hardjo somente em duas das 14 propriedades estudadas, as quais eram as
Unicas que realizavam a compra frequente de animais. Tocantins (2007) ressaltou que, a
compra de animais, sem a realizacdo de controle sanitario, pode levar a introducéo,
manutencdo e disseminacédo de doengas, como a leptospirose.

Neste trabalho, propriedades que utilizavam a préatica de aluguel de pastos
apresentaram mais chances de serem positivas para a leptospirose que propriedades que nédo
utilizavam. O risco de introducdo da leptospirose, através da pratica de aluguel de pastos, em
um rebanho livre da enfermidade é grande, se o rebanho introduzido na &rea estiver

eliminando o agente pela urina. As leptospiras podem permanecer no ambiente por longos
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periodos, dependendo das condi¢bes de umidade, temperatura e sombreamento, 0 que
aumentaria a chance de contato e a infec¢do de rebanhos cujas propriedades apresentem este
tipo de manejo.

A presenca de piquetes de pari¢do foi um fator de risco para a leptospirose.
A maior concentracdo de animais no piquete e conseqtiente acimulo de urina e contato com
eventuais produtos de parto e aborto contaminados podem favorecer a infeccdo por
Leptospira spp de fémeas e bezerros presentes neste ambiente, principalmente em
propriedades onde ndo exista um manejo sanitario correto.

No presente estudo, a presenca de equiinos foi considerada um fator de risco
a infeccao pelo sorovar Hardjo. Na regido estudada, a utilizacdo de equinos como animais de
servico em rebanhos bovinos de corte € bastante comum. O estreito convivio entre estes
animais pode favorecer a infeccdo dos equinos pelo sorovar Hardjo e conseqiientemente,
podem contribuir para a disseminacéo da enfermidade nas propriedades estudadas.

A alta prevaléncia de focos de leptospirose nas propriedades da regido
centro- sul do estado do Parana indica que o microrganismo estd amplamente distribuido,
principalmente entre os bovinos de corte. A analise de fatores de risco associados a infeccao
pela Leptospira spp nas propriedades estudadas mostra que as medidas de controle devem ser
adotadas nos cuidados referentes a compra de animais, o aluguel de pastos entre propriedades
e 0 uso de piquetes de pari¢cdo sem um correto manejo sanitario devem ser desestimulados. Os
rebanhos livres da infec¢éo devem evitar tanto o contato direto como o indireto com bovinos e
outras espécies animais oriundos de locais que possuam histérico sanitario desconhecido.

Os dados epidemioldgicos obtidos neste estudo poderdo auxiliar na
elaboracdo de estratégias de controle fundamentadas nos estudos da andlise dos fatores de

risco associados a infec¢do pela Leptospira spp na regido centro-sul do estado do Parana.

Agradecimentos

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pela concesséo de bolsa de doutorado.



73

Referéncias

Alonso Andicoberry, C., Garcia Pefia, F.J., Pereira Bueno, J., Costas, E. & Ortega Mora, L.M.
2001. Herd-level risk factors associated with Leptospira spp. seroprevalence in dairy and beef
cattle in Spain. Prev. Vet. Med. 52:109-117.

Bolin C.A. 1996. Diagnosis of leptospirosis: a reemerging disease of companion animals.
Seminars in Veterinary Medicine and Surgery. (Small Animals). 11(3):166-171

Castro V., Azevedo S.S., Gottil T.B., Batista C.SA., Gentilil J., Moraes Z.M., Souza G.O.,
Vasconcellos S.A., M.E & Genovez M.E. 2008. Soroprevaléncia da leptospirose em fémeas
bovinas em idade reprodutiva no estado de S&o Paulo, Brasil. Args. Inst. Biol, Sdo Paulo.
75(1):3-11.

Cochran W.G. 1997. Sampling techniques. 3%.ed. John Wiley & Sons, New York. 428p. Dean
A.G., Dean J.A., Colombier D., Brendel K.A., Smith D.C., Burton A.H., Dicker R.C.,
Sullivan K., Fagan R.F. & Arner T.G. 1994. Epi-Info, Version 6: a word processing database
and statistics program for epidemiology on microcomputers. CDC, Atlanta. 601p.

Ellis W.A. 1984. Bovine leptospirosis in the tropics: prevalence, pathogenesis and control.
Prev. Vet. Med. 2:411-421.

Ellis W.A. 1994. Leptospirosis as a cause of reproductive failure. Vet. Clin. North. Am. Food.
Anim.Pract. 10(3):463-478.

Faine S., Adler B., Bolin C., Perolat P. 1999. Leptospira and leptospirosis. 2th ed. Medical
Science, Melbourne, Australia. 272p.

Favero M., Pinheiro S.R., Vasconcellos S.A., Morais Z.M., Ferreira F. & Ferreira Neto J.S.
2001. Leptospirose bovina: variantes soroldgicas predominantes em colheitas efetuadas no
periodo de 1984 a 1997 em rebanhos de 21 estados do Brasil. Args Inst. Biol, S&o Paulo.
68(2):29-35. Favero A.C.M., Pinheiro S.R., Vasconcellos S.A., Morais Z.M., Ferreira F &
Ferreira Neto J.S. 2002. Sorovares de leptospiras predominantes em exames soroldgicos de
bubalinos, ovinos, caprinos, equinos, suinos e cdes de diversos estados brasileiros. Ciéncia
Rural, Santa Maria. 32(4):613-619.

Figueiredo A.O., Pellegrin A.O., Goncalves V.S.P., Freitas E.B., Monteiro L.A.R.C., Oliveira
J.M. & Osorio A.L.A.R. 2009. Prevaléncia e fatores de risco para a leptospirose em bovinos
de Mato Grosso do Sul. Pesg. Vet. Bras. 29(5):375-381.

Genovez M.E., Oliveira J.C., Castro V., Ferrari C.I.L., Scarcelli E., Cardoso M.V., Paulin
L.M. & LANCA NETO P. 2004. Serological profile of a nelore herd presenting endemic
leptospirosis and submited to vaccination. Args. Inst. Biol. 1(4):411-416.

Giraldi N. 2003. Avaliacdo da infeccdo por leptospira em fémeas bovinas enviadas ao abate
no Norte do Parand, atraves de diferentes técnicas diagnosticas, 2003. Tese de Doutorado em
Epidemiologia Experimental e Aplicada as zoonoses, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, SP. 75p.



74

Homem V.S.F., Heinemann M.B., Moraes Z.M., Vasconcellos S.A., Ferreira F. & Ferreira
Neto J.S. 2001. Estudo epidemiolégico da leptospirose bovina e humana na Amazonia
oriental brasileira. Revta. Soc. Bras. Med. Trop. 34(2):173-180.

Hosmer Jr D.W. & Lemeshow S. 1989. Applied logistic regression. Wiley, New York. 307p.
Lage A.P., Leite R.M.H., Thompson J.A., Bandeira D.A., Herrmann G.P., Moreira E.C. &
Gongcalves V.S.P. 2007. Serology for Leptospira sp. in cattle of the State of Paraiba, Brazil.
Args. Inst. Biol, Sdo Paulo. 74(3):185-190.

Langoni H., Meireles L.R., Gottschalk S., Cabral K.G. & Silva A.V. 2000. Perfil sorolégico
da leptospirose bovina em regides do Estado de S&o Paulo. Args Inst. Biol, Sdo Paulo.
67(1):37-41.

Moreira E.C. 1994. Avaliacdo de métodos para erradicacdo de leptospiroses em bovinos
leiteiros. Tese de Doutorado em Medicina Veterinaria, Escola de Veterinaria, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte. 93p.

Niang M., Will L.A., Kane M., Diallo A.A., Hussain M. 1994. Seroprevalence of leptospiral
antibodies among dairy cattle kept in communal corrals in periurban areas of Bamako, Mali,
West Africa. Prev. Vet. Med.18:259-265.

Noordhuizen J.P.T.M., Frankena K., Van Der Hoofd C.M. & Graat E.A.M. 1997. Application
of Quantitative Methods in Veterinary Epidemiology. Wageningen Press, Wageningen. 445p.
Oliveira F.C.S., Azevedo S.S., Pinheiro S.R., Viegas S.A.R.A., Batista C.S.A., Coelho C.P. ,
Moraes Z.M., Souza G.O., Goncales A.P., Almeida C.A.S. & Vasconcellos S.A. 2009.
Soroprevaléncia de leptospirose em fémeas bovinas em idade reprodutiva no estado da Bahia.
Args. Inst. Biol., Sdo Paulo. 76(4):539-546.

Parand. 2001. Programa Estadual de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
Animal: manual de procedimentos: estudo soroepidemioldgico da brucelose bovina e
bubalina. Departamento da Fiscalizagéo, Secretaria de Estado da Agricultura e
Abastecimento, Brasilia. 21p.

Pellegrin A.O., Guimaraes P.H.S., Sereno J.R.B., Figueiredo J.P., Lage A.P., Moreira E.C. &
Leite R.C. 1999. Prevaléncia da leptospirose em bovinos do Pantanal mato-Grossense.
Comunicado Técnico 22, Embrapa Pantanal, Corumba. 1-9.

Prescott J. F., Miller R. B., Nicholson V. M., Martin S. W. & Lesnick T. 1988.
Seroprevalence and Association with abortion of leptospirosis in cattle in Ontario. Can. J. Vet.
Res. 52:210-215.

Rodrigues C.G., Mller E.E., Freitas J.C. 1999. Leptospirose bovina: sorologia na bacia
leiteira da regido de Londrina, Parana, Brasil. Ciéncia Rural, Santa Maria. 29(2):309-314.

Tocantins S. 2007. Distribuigdo espacial da prevaléncia de aglutininas antileptospira em
bovinos em Vaceres, MT, Brasil, 2005. Tese de Doutorado em Medicina Veterinaria, Escola
de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte. 81p.

Thompson J.A., Leite R.M.H., Goncalves V.S.P., Leite R.C., Bandeira D.A., Herrmann G.P.,
Moreira E.C., Prado P.E.F., Lobato Z.1.P., Brito C.P.T. & Lage A.P. 2006. Spatial
hierarchical variances and age covariances for seroprevalence to Leptospira interrogans



75

serovar Hardjo, BoHV-1 and BVDV for cattle in the State of Paraiba, Brazil. Prev. Vet. Med.
76:290-301.

Thrusfield M. 1995. Veterinary Epidemiology. 2nd ed. Blackwell Science, Cambridge. 479p.
SPSS INC. 1999a. SPSS Base 9.0 User's Guide, Chicago. 740p

Vasconcellos S.A., Barbarini Junior B, O., Umehara O., Morais Z.M., Cortez A., Pinheiro
S.R., Ferreira F., Favero A.C.M. & FERREIRA NETO J.S. 1997. Leptospirose bovina. Niveis
de ocorréncia e sorotipos predominantes em rebanhos dos Estados de Minas Gerais, Sdo
Paulo, Rio de Janeiro, Parand, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul, periodo de janeiro a
abril de 1996. Args. Inst. Biol., Sdo Paulo. 64(2):7-15.

Quadro 1 — Prevaléncia aparente de focos de leptospirose estratificada por tipo de
exploracdo zootécnica da regido centro-sul do estado do Parana. Colheitas

efetuadas em 2001 a 2002.
Sistemas de Propriedades Propriedades Prevaléncia
exploracio*! amostradas positivas % IC 9504p*2
Corte 64 52 81,25 [69,54-89-92]
Leite 101 62 61,39 [51,18-70,91]
Misto 107 66 61,68 [51,78-70,92]
Regiao 274 181 66,06 [60,12-71,65]

* Duas propriedade ndo informaram o sistema de exploragdo
*2 Intervalo de confianca de 95%

Quadro 2 — Sorovares de Leptospira spp prevalentes nas propriedades positivas da regido
centro-sul do estado do Parana. Colheitas efetuadas em 2001 a 2002.

Sorovar Proporcio de propriedades positivas Prevaléncia (%)
Hardjo 99/181 54,70
Grippotyphosa 14/181 7,74
Shermani 13/181 7,18
Tarassovi 05/181 2,76
Sentot 05/181 2,76
Hardjo e Wolffi 03/181 1,66
Autumnalis 03/181 1,66
Australis 03/181 1,66
Bratislava 02/181 1,10
Wolffi 01/181 0,55

Outros 33/181 18,23
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Quadro 3 — Distribuicdo das variaveis analisadas associadas a infeccdo para qualquer
sorovar de Leptospira spp em rebanhos bovinos da regido centro-sul do estado
do Parand. Colheitas efetuadas em 2001 a 2002.

Variavel Expostos/Positivos Expostos/Negativos P
Rebanho confinado/semi-confinado 197/1.068 197/844 0,009
Exploracio de corte 260/1.068 78/850 0,000
Racas puras 411/1.039 229/825 0,000
Ter mais de 49 bovinos 424/1.072 67/854 0,000
Ter mais de 20 fémeas acima de 24 meses 407/1.066 63/847 0,000
Utiliza a inseminac3o artificial 168/1.044 200/834 0,000
Contato com ovinos e caprinos 182/1.072 79/854 0,000
Contato com equinos 810/1.072 445 /854 0,000
Contato com suinos 707/1.072 602/854 0,034
Contato com caes 964,/1.072 779/854 0,337
Contato com animais silvestres 346/1.072 194/854 0,000
Histérico de aborto 225/1.053 130/833 0,001
Deixa produtos de aborto na pastagem 346/787 270/534 0,000
Compra de animais para reproducido 615/1.066 286,/846 0,000
Venda de animais para reproducao 308/1.060 121/841 0,000
Abate animais na propriedade 109/1.053 290/830 0,000
Aluga pasto 189/1.068 63/845 0,000
Pasto comum com outras propriedades 164/1.065 84/848 0,000
Presenca de dreas alagadicas 256/1.064 226/836 0,139
Presenca de piquetes de paricao 345/1.064 165/826 0,000

Quadro 4 — Distribuicdo das variaveis analisadas associadas a infeccdo pelo sorovar Hardjo
em rebanhos bovinos da regido centro-sul do estado do Parand. Colheitas

efetuadas em 2001 a 2002.
Variavel Expostos/Positivos  Expostos/Negativos P
Rebanho confinado/semi-confinado 09/99 15/92 0,133
Exploracdo de corte 37/98 12/91 0,001
Racas puras 51/94 35/87 0,059
Ter mais de 43 bovinos 46/99 09/92 0,000
Ter mais de 18 fémeas acima de 24 meses 45,/98 11/92 0,000
Utiliza a inseminacdo artificial 12,/99 18/89 0,036
Contato com ovinos e caprinos 28/99 07/92 0,000
Contato com equinos 85/99 56/92 0,000
Contato com sufnos 66,/99 64/92 0,668
Contato com caes 92/99 87/92 0,642
Contato com animais silvestres 55/99 42/92 0,171
Historico de aborto 23/96 10/90 0,222
Deixa produtos de aborto na pastagem 36/61 20/47 0,236
Compra de animais para reproducio 69/99 33/91 0,000
Venda de animais para reproducio 25/99 10/92 0,010
Abate animais na propriedade 07/98 29/92 0,000
Aluga pasto 28/98 05/91 0,028
Pasto comum com outras propriedades 30/99 15/90 0,028
Presenca de dreas alagadicas 23/99 22/89 0,811

Presenca de piquetes de paricio 33/98 20/92 0,067
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Quadro 5 - Modelo final de regresséo logistica multivariada dos fatores de risco associados
a infeccdo para qualquer sorovar de Leptospira spp em rebanhos com atividade
reprodutiva da regido centro-sul do estado do Parana. Colheitas efetuadas em

2001 a 2002.
Variaveis Casos Expostos p OR! IC 95%
Presenca de > 43 bovinos 61 70 0,005 3,120 [1,418-6,867]
Compra reprodutores 108 142 0,014 2,010 [1,154-3,500]
Aluguel de pasto 38 43 0,038 2,925 [1,060-8,068]
Presenca de piquete de paricdo 69 89 0,030 1,981 [1,068-3,676]
R®=17,8%
'Odds ratio

Quadro 6 — Modelo final de regressdo logistica multivariada dos fatores de risco associados
a infeccdo pelo sorovar Hardjo em rebanhos com atividade reprodutiva da regido
centro-sul do estado do Parana. Colheitas efetuadas em 2001 a 2002.

Variaveis Casos Expostos P OR! IC95%
Presenca de = 43 bovinos 46 55 0,004 3,622 [1,512-8,677]
Compra reprodutores 69 102 0,001 3,143 [1,557-6,342]
Aluguel de pasto 28 33 0,012 4,070 [1,370-2,087]
Presenca de eqiiinos 85 141 0,009 2,981 [1,321-6,726]
R? = 35,4%
'Odds ratio

Fig.1 — Mapa do estado do Parand demonstrando a regido centro-sul, alvo do presente estudo.
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Fig.2 —Diagrama de blocos mostrando a dispersdo do tamanho dos rebanhos de acordo com o
sistema de exploracdo na regido centro-sul do estado do Parana.
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5) ARTIGO PARA PUBLICACAO

5.1 MONITORAMENTO SOROLOGICO E MOLECULAR DE UM REBANHO BOVINO DE LEITE

NATURALMENTE INFECTADO PELA LEPTOSPIRA SPP*

Trabalho.........

Monitoramento soroldgico e molecular de um rebanho bovino de leite naturalmente

infectado pela Leptospira spp

ABSTRACT - [Serological and molecular monitoring of a dairy cattle herd naturally
infected with Leptospira spp.] Monitoramento soroldgico e molecular de um rebanho bovino
de leite naturalmente infectado pela Leptospira spp._Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(0):00-00. Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Estadual de
Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid 380, Cx. Postal 6001, Londrina, PR 86051-990, Brazil.
E-mail:freitasj@uel.br

The aim of this study was to perform serological and molecular monitoring and isolate
leptospires in urine samples from a dairy cattle herd naturally infected with Leptospira spp,
consisting of 50 cows in reproductive age, located in north region of Parana state. The animals
had a history of abortions and infertility and had not been vaccinated against leptospirosis.
Among november/2009 to april/2011, were performed five blood and urine collections at
regular intervals of four mounths. To perform microscopic agglutination test (MAT), blood
samples were collected from 50 females of the herd. Among these, were collected urine
samples from 20 cows with antibody titles > 100 in MAT to perform n-PCR and culture for
bacterial isolation. Additionally, two urine collections were performed in five animals with
antibody titles < 100 in MAT to perform n-PCR. The amplified products in n-PCR were
sequenced and the identity of the sequences were compared to those deposited in GeneBank,
using BLAST program. The serological profile of the evaluated animals considered serovar
Hardjo as the most probably in all serum samples tested and the titles detected ranged from 20
to 1600. In all urine collections performed, the presence of positive animals in n-PCR were
confirmed. The n-PCR technique was capable of detecting leptospires in urine from animals
that had antibody titles > 100 and < 100 in MAT. Urine samples seeded showed no growth of
Leptospira spp in evaluations performed weekly. The sequencing performed identified 100%
homology with Leptospira interrogans. This study suggests that serovar Hardjo may be
considered the most probably serovar circulating in the herdy and the cause of the
reproductive problems in the animals studied. The results obtained show that the minimum
titles considered positives (> 100) in serology of infected cattle, mainly to serovar Hardjo may
fail to detect animals positive for leptospirosis. The establishment of other titles as cutoff
points for this serovar in MAT and the use of n-PCR can be considered, particularly for the
identification of renal carriers, which would allow better control of bovine leptospirosis.

INDEX TERMS: Monitoring. Microscopic agglutination test. Nested-PCR. Culture.
Leptospirosis.

! Artigo editado de acordo com as normas de publicacdo do periédico PesquisaVeterinaria Brasileira,
disponivel em http://www.pvb.com.br/
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi realizar o acompanhamento sorolégico e molecular
e isolar leptospiras em amostras de urina de um rebanho bovino de leite naturalmente
infectado pela Leptospira spp, constituido por 50 fémeas em idade reprodutiva, localizado na
regido norte do estado do Parana. Os animais apresentavam historico de abortamentos e
infertilidades e ndo haviam sido vacinados contra a leptospirose. Entre novembro/2009 a
abril/2011, foram realizadas cinco coletas de sangue e urina em intervalos regulares de quatro
meses. Para a realizacdo da prova de soroaglutinagdo microscopica (SAM), foram colhidas
amostras de sangue das 50 fémeas do rebanho. Dentre estas, foram colhidas amostras de urina
de 20 fémeas com titulos de anticorpos > 100 na SAM para a realizacdo da n-PCR e cultura
para isolamento bacteriano. Adicionalmente, duas coletas de urina foram realizadas em cinco
animais que apresentaram titulos de anticorpos < 100 na SAM para a realiza¢dao da n-PCR. Os
produtos amplificados na n-PCR foram sequenciados e a identidade das sequéncias foram
comparadas com as depositadas no GeneBank, utilizando o programa BLAST. O perfil
soroldgico dos animais avaliados considerou o sorovar Hardjo como o mais provavel em
todas as amostras de soros testadas, com titulos variando entre 20 e 1600. Em todas as coletas
de urina realizadas, foi constatada a presenca de animais positivos na n-PCR. A técnica de n-
PCR foi capaz de detectar o DNA de leptospiras na urina de animais que apresentaram titulos
de anticorpos > 100 e < 100 na SAM. As amostras de urina semeadas ndo apresentaram
crescimento de Leptospira spp nas avaliagdes realizadas semanalmente. O sequenciamento
realizado identificou 100% de homologia com a Leptospira interrogans. Este trabalho sugere
que o sorovar Hardjo pode ser considerado como o provavel sorovar circulante no rebanho e o
causador dos problemas reprodutivos dos animais estudados. Os dados obtidos demonstram
que os titulos minimos considerados positivos (> 100) na sorologia de bovinos infectados,
principalmente para o sorovar Hardjo podem falhar em detectar animais positivos para a
leptospirose. Este trabalho demonstrou que o estabelecimento de outros titulos como ponte de
corte para este sorovar na SAM e a utilizacdo da n-PCR podem ser considerados,
principalmente para a identificacdo de animais portadores renais, 0 que possibilitaria o0 melhor
controle da leptospirose bovina.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Monitoramento. Soroaglutinacio microscopica. Nested-PCR.
Cultura. Leptospirose.

5.1.1 Introducéo

A leptospirose bovina é responsavel por elevadas perdas econémicas na
pecudria mundial, comprometendo o desempenho reprodutivo dos rebanhos acometidos,
causando abortamento, natimortalidade, nascimento de bezerros fracos, repeticdo de cio e
infertilidade (Ellis 1994, Health & Johnson 1994, Faine et al. 1999).

Muitos sdo os sorovares envolvidos na leptospirose bovina, entretanto o
sorovar Hardjo é considerado o mais frequente em todo o mundo e o causador de maior
impacto na eficiéncia reprodutiva dos rebanhos bovinos infectados (Bolin et al. 1989, Castro
et al. 2008, Figueiredo et al. 2009, Hashimoto et al. 2010). Nestes rebanhos, a disseminacéo

de leptospiras é caracterizada principalmente pela presenca de animais infectados ou
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portadores assintomaticos que eliminam a bactéria pela urina de forma intermitente por
longos periodos, mantendo a doenca endémica no rebanho (Ellis 1994).

Dentre os métodos laboratoriais, a prova de soroaglutinacdo microscopica
(SAM) é a mais utilizada para o diagndstico da leptospirose (Faine et al., 1999). No entanto,
resultados soroldgicos negativos obtidos na SAM nédo excluem a possibilidade do animal ser
portador renal, tornando-se necessaria a utilizagdo de outros métodos laboratoriais que visem
o melhor controle da enfermidade (Langoni et al. 2008).

O isolamento da Leptospira spp é considerada a técnica definitiva no
diagnostico da leptospirose bovina, entretanto é laboriosa e restrita a poucos laboratérios
(Levett 2001). Atualmente, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo utilizada de
forma crescente no diagndstico da leptospirose bovina, permitindo amplificar quantidades
minimas do DNA do micro-organismo em diferentes tipos de amostras bioldgicas,
principalmente na urina (Magajevski et al. 2005, Bonfim & Koury 2006).

O objetivo deste trabalho foi realizar o acompanhamento sorolégico e
molecular e isolar leptospiras em amostras de urina de fémeas bovinas em idade reprodutiva,
naturalmente infectadas pela Leptospira spp, provenientes de um rebanho de leite localizado
na regido norte do estado do Parana.

5.1.2  Material e Métodos

5.1.2.1 Animais utilizados

O estudo foi realizado na regido norte do estado do Parana em um rebanho
bovino constituido por 50 fémeas da raca Jersey em idade reprodutiva, criadas em regime
extensivo. Os animais apresentavam historico de abortamentos e infertilidade e ndo haviam

sido vacinados contra a leptospirose.

5.1.2.2 Coleta de amostras

Entre novembro/2009 a abril/2011, foram realizadas cinco coletas de sangue
e urina em intervalos regulares de quatro meses.

Para a realizacdo da prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM), foram
colhidas amostras de sangue das 50 fémeas do rebanho. Dentre estas, foram colhidas amostras

de urina de 20 fémeas com titulos de anticorpos > 100 na SAM para a realizacdo da n-PCR e
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cultura para isolamento bacteriano. Adicionalmente, duas coletas de urina foram realizadas
em cinco animais que apresentaram titulos de anticorpos < 100 na SAM para a realizacdo da
n-PCR.

A coleta de sangue foi realizada por meio de puncdo da veia jugular
utilizando agulha descartavel estéril e tubo com vacuo, previamente identificado. As amostras
de soro foram armazenadas em microtubos de plastico e congeladas a -20°C até a realizacéo
da técnica de SAM.

A urina foi obtida ap6s massagem da regido do perineo, desprezando-se a

primeira parte da miccédo e acondicionando-a em frasco estéril.

5.1.2.3 SAM

Para detectar anticorpos contra Leptospira spp, todos os soros foram
submetidos a SAM com antigenos vivos (Faine et al. 1999). Foram utilizados 22 sorovares de
referéncia: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola,
Whitcomb,  Cynopteri,  Fortbragg,  Grippotyphosa, = Hebdomadis, = Copenhageni,
Icterohaemorrhagiae, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Sentot e
Tarassovi. Os antigenos foram mantidos a 28°C por 5 a 10 dias em meio EMJH (DIFCO®-
USA).

Todos as amostras de soro foram diluidas inicialmente a 1:50 em solugéo
tampdo salina fosfato estéril (PBS) com pH 7,4 e a essas foi acondicionado a mesma
quantidade de antigeno, também previamente diluido em PBS, obtendo-se a dilui¢éo final de
1:100. Todos os soros que apresentaram 2+ ou mais de aglutinacdo na diluicdo 1:100 foram
considerados reagentes (Myers 1985). Os soros reagentes foram diluidos seriadamente e
examinados até a determinacdo da diluicio méaxima positiva. Outra aliquota mantida
congelada dos soros ndo reagentes na diluicdo 1:100 foram novamente diluidos a 1:20, 1:40 e
1:80 (Chappel et al. 1992). A andlise dos resultados considerou como mais provavel, o
sorovar que apresentou o maior titulo. Os animais que apresentaram titulos mais elevados
idénticos para dois ou mais sorovares foram excluidos desta anélise e considerados reatores

para a Leptospira spp.



83

5.1.2.4 Cultura de Leptospira spp

Para o isolamento, as amostras de urina colhidas foram imediatamente
semeadas, ainda na propriedade, em tubos contendo meio EMJH (Difco® - USA) acrescido
de antibioticos: 5-fluoruracil (400 mg/L; Sigma® -USA) (Heer et al. 1982) , cloranfenicol (5
mg/L; Sigma® -USA) , acido nalidixico (50 mg/L; Inlab®-BR), neomicina (10 mg/L;
Sigma® -USA) e vancomicina (10 mg/L; Acros® - USA) (Schénberg 1981), transportadas ao
laboratério e entdo incubadas a 28°C por 24 h. Apos este periodo, uma subcultura de cada
tubo semeado foi realizada, em duplicata, para os meios EMJH (Difco® - USA) sem a adi¢do
de antibidticos e avaliadas semanalmente, por até seis meses em microscopio de campo

escuro (Olimpus-Modelo Bx40).

5.1.2.5 Nested-PCR

Apds a semeadura da urina, as amostras foram aliquotadas em eppendorf®,
acondicionadas imediatamente sob refrigeragdo em caixas térmicas e transportadas ao
laboratdrio.

" Apés a chegada ao laboratorio, 1 mL das amostras de urina foram
centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em 300 [iL do
sobrenadante e a extracdo do DNA da leptospira foi realizada a partir destes 300[iL como
descrito na técnica de silica/tiocionato de guanidina (Boom et al. 1990). Amostras de controle
negativo (a4gua ultrapura autoclavada) e amostra de controle positivo (sorovar Hardjo) foram
incluidas em todos os procedimentos.

Para a realizagdo da PCR foram utilizados os primers lipL32 F: 5
CGCTTGTGGTGCTTTCGGTGGT 3'e lipL32 R: 5 CTCACCGATTTCGCCTGTTGGG 3/,
desenhados para amplificar um produto de 264 pb entre as posi¢fes 73 e 336 da regido que
codifica a lipoproteina lipL32. A nested-PCR (n-PCR) foi realizada utilizando os primers
lip,32 R1: 5  CTCCCATTTCAGCGATTACGG 3 e lipL32 F2: 5%
TTCTGAGCGAGGACACAATCCC 3, que amplificam um produto de 183 pb da primeira
amplificacdo (Jouglard et al. 2006). A técnica de PCR e n- PCR foi realizada conforme
descrito por Jouglard et al. (2006). As reacdes foram realizadas em termociclador modelo TC
312, marca Techne®. Os produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2%, com brometo de etideo (0,5 [ig/mL), em tampédo TBE pH 8,4 (89 mM Tris; 89

mM é&cido borico; 2 mM EDTA), visualizados e fotodocumentados sob luz ultravioleta.
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5.1.2.6 Sequenciamento

Os produtos amplificados pela PCR foram purificados com 0 GFXTM PCR
DNA e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), quantificados em
QubitTM Fluorometer (Invitrogen Life Technologies, Eugene, OR, USA) e analisados em gel
de agarose a 2%. O sequenciamento foi realizado em MegaBACETM 1000/Automated 96
Capillary DNA Sequence, Thermo Sequenase™ Il DNA Polymerase com DYEnamic™ ET
Dye Terminator Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), utilizando os primers forward e
reverse da n-PCR. A qualidade das sequéncias foi analisada pelo programa Phred
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). As sequéncias consensuais foram obtidas pelo
software CAP3 e a identidade comparada com todas as sequéncias depositadas no GeneBank

utilizando o programa BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi).

5.1.3 Resultados

No quadro 1, estdo apresentados os resultados dos exames soroldgicos e da
n-PCR realizada nas amostras de urina colhidas das fémeas bovinas estudadas. O sorovar
Hardjo foi considerado o mais provavel em todas as amostras de soros avaliadas e os titulos
detectados variaram entre 20 e 1600.

No quadro 2, estdo apresentados os resultados da n-PCR realizada nas
amostras de urina colhidas das cinco fémeas bovinas com titulos de anticorpos < 100 para 0
sorovar Hardjo.

As amostras de urina semeadas ndo apresentaram crescimento de Leptospira
spp nas avaliagdes realizada semanalmente.

O sequenciamento realizado identificou 100% de homologia com a

Leptospira interrogans.

5.1.4 Discussao

Inquéritos sorologicos realizados em bovinos demonstram que a infecgéo
por Leptospira spp estd amplamente difundida no Brasil (Homem et al. 2001, Castro et al.
2008, Figueiredo et al. 2009, Hashimoto et al. 2010). O sorovar Hardjo é considerado o mais

frequente nesta espécie animal e tem sido reportado como importante causador de
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abortamentos e infertilidades em rebanhos bovinos sororeagentes (Langoni et al. 1999,
Homem et al. 2001, Lilenbaum; Souza 2003).

Apesar da cultura bacteriologica ser considerada a técnica definitiva no
diagndstico da leptospirose, neste trabalho ndo foi possivel isolar a Leptospira spp, entretanto
0s resultados obtidos da n-PCR e do sequenciamento realizados com o primer LipL32
confirmaram a presenca do micro-organismo na urina dos animais estudados.

O sorovar Hardjo foi considerado o mais provavel nos exames soroldgicos
realizados, sugerindo que este poderia ser o provavel sorovar circulante no rebanho e o
causador dos problemas reprodutivos nos animais estudados. Foram detectados titulos de
1600 para este sorovar em poucos animais (Quadro 1), concordando com Kirkbride (1990),
que afirmou que titulos de anticorpos para o sorovar Hardjo sdo geralmente baixos, sendo
raramente superiores a 800. Segundo Ellis et al. (1982) e Bolin et al. (1991), o sorovar Hardjo
é considerado um antigeno de baixa imunogenicidade, produzindo titulos baixos de anticorpos
e por curto periodo de tempo. Titulos de anticorpos < 100 contra o sorovar Hardjo, como o0s
detectados neste trabalho, ja foram relatados por Dhaliwal et al. (1996). Estes autores
demonstraram, atraves do monitoramento de infeccdo experimental em novilhas pelo sorovar
Hardjo, que titulos significativos (>100) na SAM foram mantidos por uma ou duas semanas e
depois declinaram para 10 ou 30.

De acordo com Ellis (1984), as flutuagbes nos titulos de anticorpos no
decorrer do tempo podem ser atribuidas a diversos fatores, como as espécies animais de
contato, os sorovares existentes, as condi¢des ambientais e climaticas, além do manejo e das
oportunidades de infeccdo direta e indireta. Geralmente, a infeccdo por Leptospira spp €
caracterizada pelo declinio de titulos de anticorpos com o tempo (Bolin 2003). Entretanto, o
aumento gradual dos titulos observado neste estudo pode estar relacionado com as praticas de
manejo realizadas na propriedade. Os animais estudados eram criados em regime extensivo,
entretanto, confinados em um Unico e pequeno piquete durante a ordenha. A maior
concentracdo de animais no piquete e o conseqlente acumulo de urina contaminada pela
Leptospira spp, associadas as falhas de manejo, poderia aumentar as chances de contato dos
animais com 0 micro-organismo, causando um estimulo antigénico e consequentemente ao
aumento dos titulos de anticorpos.

Em todas as coletas de urina realizadas, foi constatada a presenca de pelo
menos um animal positivo na n-PCR (Quadros 1 e 2), os quais poderiam atuar como fontes de
infeccdo constante da Leptospira spp para 0s animais suscetiveis, mantendo ainfeccdo no

rebanho estudado. A alta porcentagem de animais que apresentaram resultados positivos na n-
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PCR pode ser atribuida ao tipo de manejo realizado na propriedade, que propicia a
disseminacéo da enfermidade no ambiente. A n-PCR € considerada por diversos autores como
uma técnica sensivel e especifica que tem sido utilizada para detectar leptospiras em amostras
de urina de animais e humanos com suspeita clinica de leptospirose (Nassi et al. 2003,
Jouglard et al. 2006). Entretanto, a sensibilidade da técnica pode variar de acordo com o
primer selecionado. Os primers utilizados neste estudo amplificam pela nested-PCR um
fragmento altamente conservado de DNA que codifica a lipoproteina LipL32, considerada a
principal lipoproteina da membrana externa de leptospiras patogénicas e importante fator de
viruléncia, que encontra-se ausente em espécies ndo patogénicas.

Resultados negativos na n-PCR podem ser decorrentes da eliminagédo
intermitente de leptospiras pela urina (Faine 1982) ou ainda devido a presenca de substancias
inibidoras presentes na propria urina e ao congelamento da amostra antes de proceder a
extracdo do DNA, os quais podem provocar a lise das leptospiras e como resultado, 0 DNA
ser perdido com o sobrenadante apos a centrifugacao realizada (Lucchesi et al. 2004). Neste
trabalho, o processamento das amostras de urina foi realizado imediatamente apds o seu
transporte ao laboratdrio, para evitar a degradacdo do &cido nucléico da bactéria que poderia
ocorrer durante o congelamento. Estes fatores, associados a eliminagdo intermitente de
leptospiras pela urina poderiam justificar alguns dos resultados obtidos na n-PCR.

A técnica de n-PCR empregada foi capaz de detectar o DNA de leptospiras
na urina de bovinos que apresentaram titulos de anticorpos < 100 na SAM, o que demonstra a
importancia da condicdo de portadores renais destes animais, que poderiam eliminar e
disseminar leptospiras para outros animais contactantes e também para o homem mesmo com
a auséncia de titulos considerados positivos na SAM (Santa Rosa et al. 1973). Ellis et al.
(1981) ndo conseguiram detectar titulos de anticorpos para o sorovar Hardjo em 19,60% dos
animais comprovadamente portadores renais de leptospiras. Estes dados demonstram que o
titulo minimo considerado positivo (>100) na sorologia de bovinos infectados, principalmente
para o sorovar Hardjo, pode falhar em detectar animais positivos para a leptospirose.

Estudos epidemioldgicos da leptospirose nos rebanhos bovinos sdo de
grande importancia, pois contribuem para o monitoramento da satde animal, viabilizando o
controle da infeccdo e minimizando as perdas recorrentes. Entretanto, a maioria dos estudos
conduzidos sobre a leptospirose bovina € realizada de forma pontual, sem o acompanhamento
da evolugédo da infeccdo no rebanho. No presente trabalho, 0 acompanhamento dos animais
durante 540 dias teve como objetivo monitorar os titulos de anticorpos e estudar a eliminacao

de leptospiras pela urina. Demonstrou-se que a utilizacdo da SAM, utilizando como ponto de
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corte 1:100, pode ndo ser um indicador adequado para diagnosticar a leptospirose em bovinos
infectados pelo sorovar Hardjo. Este trabalho demonstrou que o estabelecimento de outros
titulos como ponte de corte para o sorovar Hardjo na SAM e a utilizacdo da n-PCR podem ser
considerados, principalmente para a identificagio de animais portadores renais, o que

possibilitaria 0 melhor controle da leptospirose bovina.
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Quadro 1 — Resultados dos exames sorologicos e da n-PCR realizada em amostras de urina
colhidas de fémeas bovinas provenientes de uma propriedade rural localizada na
regido norte do estado Parana, 2012.

1° eoleta 2° coleta 3" coleta 4" coleta 2" coleta
[novembro,/09] (margo/10) [julho/10) [novembro f10) [margo/11)
Animal
SAM SAM n-PCR SAM n-PCR SAM n-PCR SAM n-FCR
n-PCR
| 400 + 100 + 200 + 800 + 400 -
2 800 - 100 - 100 - 400 + 100 +
3 800 - 100 - 200 - 400 - 400 -
4 400 + 100 + Abatida Abatida Abatida  Abatida  Abatida  Abatida
5 800 + 200 + 100 - Abatida  Abatida  Abatida  Abatida
& 1600 + 400 - 1500 - 800 + 200 +
7 800 + 100 + 200 - 200 + Abatida Abatida
8 400 - 100 + 100 + 200 - Abatida Abatida
9 400 - 80 - 200 + 100 + 100 -
10 800 + 200 - 800 + 1600 + 400 -
11 400 - 80 - 100 + 100 + 100 -
12 1600 - 200 - 400 + 800 - 800 -
13 200 - 100 + 200 - 80 - 200 -
14 400 - 20 - 200 + 100 - 100 -
15 1600 - 200 - 100 - 400 - 200 -
15 400 - 100 - 400 - 100 + 400 -
17 400 - 20 - 200 + 100 + 100 +
18 800 - 200 - 400 - 800 + 200 -
19 200 - 80 - 100 + 100 + 100 -
20 200 - 200 - 100 - 100 - 80 -
21 100 100 100 100 100
22 200 100 100 100 80
23 a0 20 80 20 20
24 80 80 80 100 100
25 400 100 200 200 400
26 80 80 100 100 100
27 40 40 40 80 80
28 80 80 80 100 80
29 80 100 100 100 80
30 40 40 40 100 80
31 20 20 40 80 80
32 200 100 400 100 200
33 80 80 100 20 80
34 200 200 200 100 100
35 40 200 400 100 100
36 100 100 100 100 80
a7 80 80 100 100 80
3B 200 100 100 100 80
39 20 20 20 40 40
40 80 80 80 100 80
41 100 100 100 200 200
42 200 100 200 200 200
43 20 40 40 40 40
44 100 100 100 100 200
45 80 80 100 100 80
45 400 100 200 400 200
47 800 400 200 200 400
48 100 80 80 100 80
49 200 80 80 100 80
50 50 80 100 100 80
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Quadro 2 — Resultados da n-PCR realizada em amostras de urina colhidas de cinco fémeas
bovinas com titulos de anticorpos < 100 para o sorovar Hardjo, provenientes de
uma propriedade rural localizada na regido norte do estado do Parand, 2012.

1" coleta (novembro/10) 2" coleta (marco/11)
Animal
M -
SAM L-PCR SAM n-PCR
23 20 = 20 =
27 80 = 80 +
31 80 > 80 S
39 40 = 40 =

43 40 + 40 -
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A andlise de prevaléncia de focos e de animais demonstrou que a
leptospirose esta presente em todos os sete circuitos produtores do
estado do Parana.

As variaveis relacionadas a caracteristica da populagdo animal e ao
manejo zootécnico dos rebanhos estdo associadas a soropositividade a
Leptospira spp e sorovar Hardjo no estado do Parana.

O sorovar Hardjo, o mais frequente entre os animais e rebanhos bovinos
analisados do estado do Parand, pode ser considerado o causador dos
problemas reprodutivos nas fémeas bovinas de leite monitoradas
sorologicamente e molecularmente na propriedade estudada.

Titulos minimos considerados positivos (> 100) na sorologia de bovinos
infectados, principalmente para o sorovar Hardjo podem falhar em
detectar animais positivos para a leptospirose.

O estabelecimento de outros titulos como ponto de corte para o0 sorovar
Hardjo na SAM e a utilizagdo da n-PCR podem ser considerados,
principalmente para a identificacdo de animais portadores renais, 0 que

possibilitaria 0 melhor controle da leptospirose bovina.



