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RESUMO

ESCOCIO, C.F.; Papel do ovino na cadeia epidemiolégica da leptospirose pela
Leptospira spp. sorovar Hardjo: fatores de risco que envolvem a infecgao e
transmissao entre ovinos e bounos. Sheep role in epidemiologcal chain of
Leptospira spp. serovar Hardjo: risk factors mvolving the infection and the
transmission between sheep and cattle. Sdo Paulo, 2009. 78 f. Dissertacéo
(Mestrado em Sanidade Animal, Seguranca Alimentar e Ambiental do Agronegécio).
Instituto Bioldgico.

Evoluindo de criagcbes de subsisténcia, a ovinocultura brasileira apresenta grande
potencial de crescimento. Entretanto certas deficiéncias sanitarias devem ser resolvidas, tais
como a leptospirose que causa problemas reprodutivos. Um dos fatores de risco
relacionados a infeccdo pela Leptospira spp. sorovar Hardjo parece sa a criacao
consorciada de bovinos e ovinos. Com este estudo, objetivou-se caracterizar o papel do
ovino na cadeia epidemioldgica da leptospirose causada pela Leptospira spp. sorovar
Hardjo, identificando os fatores de risco que envolvem a infec¢cdo e a transmisséao entre
ovinos e bovinos. Um questionario epidemiol6gico foi aplicado a oito propriedades da regiao
de Sorocaba-SP: cinco de criacbes consorciadas ovinos e bovinos e trés exclusivas de
ovinos. Amostras soroldgicas foram colhidas de 10% dos animais adultos e submetidas a
soroaglutinagdo microscopica (SAM) para leptospirose. Quatro destas criacdes que
apresentavam animais reagentes para Leptospira spp. foram selecionadas: ovinos (A e C) e
consorciadas (F e H), colhendo-se: amostras sorologicas de 100% dos animais adultos e
analisadas na SAM, 10% de amostras de urina e cultivadas para leptospiras e nove pools de
urinas submetidas a PCR. Amostras de aguas de superficie e solo foram cultivadas nas
mesmas condi¢des das urinas. Foram analisadas as condi¢bes edafoclimaticas da regiao e
as caracteristicas do solo das propriedades como pH, permeabilidade, granulometria e teor
de matéria organica (amostras de Abril e Setembro de 2008). Todos os rebanhos
apresentaram pelo menos um animal reagente para leptospirose, sendo reagentes 51,16%
(22/43) dos animais consorciados e 70,83% (17/24) dos exclusivos (p= 0,191). Nenhum
rebanho exclusivo de ovinos (A e C) apresentou reagentes para o sorovar Hardjo, apenas os
consorciados (F e H). A condicdo consorciada do rebanho foi significante para o sorovar
Hardjo (p= 0,018). Quando avaliado o total de ovinos em condi¢des criatrias exclusivas
frente aos consorciados com bovinos, o risco associado a consorciacdo das espécies do
total dos animais foi significante para a presenca deste sorovar (p=0,005). Os demais fatores
ndo mostraram significAncia edatistica. De todos o0s exames bacterioldgicos para
isolamento e identificacdo de Leptospira spp., apenas uma amostra de agua de superficie



da propriedade F foi positiva. Pela PCR, apenas o pool de urina ovina do rebanho H
confirmou a presenca de DNA de Leptospira spp. As condic6es edafocliméaticas apontam
para uma regido quente e Umida praticamente constante. Permeabilidade, pH e teor de
matéria organica e de micronutrientes dos solos mostraram pequenas diferencas entre as
propriedades, mas todas condizentes com a condicdo necessara a manutencdo de
leptospiras. Na granulometria, os solos apresentaram textura mista: A e F do tipo franco-
argilosa, H do tipo franco-siltosa e C do tipo argilosa. A sobrevivéncia de leptospiras estaria
relacionada ao efeito sinérgico ou antagonico da interacdo de todos esses fatores e da
concentragdo deste agente excretada na urina dos animais infectados. A infeccdo de
Leptospira spp. sorovar Hardjo em ovinos esta diretamente envolvida com o pastejo
consorciado com bovinos, independentemente da existéncia de outros fatores de risco.
Condicbes ambientais sdo importantes para sobrevivéncia de leptospiras, entretanto a

umidade é limitante para a manutencao do ciclo de transmissao.

Palavras-chave: Leptospirose, Leptospira spp. sorovar Hardjo, ovino, bovino, pastoreio

consorciado



ABSTRACT

ESCOCIO, C.F.; Sheep role in epidemiological chain of Leptospira spp. serovar
Hardjo: risk factors involving the infection and the transmission between
sheep and cattle. Papel do ovino na cadeia epidemiolégica da leptospirose pela
Leptospira spp. sorovar Hardjo: fatores de risco que envolvem a infegdo e
transmissao entre ovinos e bovinos. Sdo Paulo, 2009. 78 f. Dissertacdo (Mestrado
em Sanidade Animal, Seguranca Alimentar e Ambiental do Agronegdcio). Instituto
Bioldgico.

Brazilian sheep breeding has evolved from a subsistence activity to one of great
economic potential. However, some sanitary deficiencies have to be solved, such as
leptospirosis which causes reproductive problems. One of the risk factors for infection by
Leptospira spp. serovar Hardjo is raising cattle and sheep together. The objective of this
study was to determine the role of sheep in the epidemiological chain of leptospirosis caused
by serovar Hardjo, identifying risk factors related involving the infection and the transmission
between sheep and cattle. An epidemiological questionnaire was applied to eight farms
around Sorocaba-SP: five farms where cattle and sheep were raised together, and three
farms where only sheep were raised. Serum samples of 10% of the adult animals from these
eight herds were submitted to microscopic seroagglutination (MAT) for leptospirosis. Four
farms presenting reactors to leptospirosis: two sheep-only farms (A and C) and two cattle-
sheep farms (F and H) were chosen and serum samples were collected from 100% of the
adult animals and analyzed using MAT. Urine samples of 10% of these animals, as well as
samples of surface water and soil were cultured for leptospires, and nine urine pools were
analyzed by PCR. Regional edaphoclimatic conditions of the farms as well as pH,
granulometry and permeability of soil were analyzed (soil sampled in April and September
2008). All herds showed at least one reactor to leptospirosis. From the samples collected in
the herds, 51.16% (22/43) of the animals raised in cattle-sheep farms and 70.83% (17/24) of
the animals raised in sheep-only farms were reactors (p= 0.191). Only cattle-sheep farms (F
and H) showed reactors to serovar Hardjo. Raising animals together was considered to be a
significant risk factor for serovar Hardjo (p= 0.018). The comparison between the total
number of sheep raised alone and the total number of sheep raised with cattle showed that
keeping the species together was a significant risk factor for the presence of this serovar
(p=0.005). No other factor analyzed showed to be statistically significant. No urine sample
showed growth of Leptospira spp. One sample of surface water from farm F yielded the
isolation of Leptospira spp. PCR demonstrated the presence of Leptospira spp. DNA in a
pool of urine in herd H. The edaphoclimatic condition indices showed that in the region, no
matter the season, were almost hot and humid constant. Soil permeability, pH end organic



matter showed minimal differences, but all with conditions for leptospires maintenance of
leptospires in the environment. Granulometry in farms A and F showed loamy-clay texture;
farm C had clay soil, and farm H, loamy-silt soil. It was concluded that serovar Hardjo in
sheep was directly related to the presence of cattle, no matter the presence of other risk
factors. Cattle seemed to be esponsible for the maintenance of ths serovar in the
environment of the farms, as well as for the transmission to sheep. Although edaphoclimatic
conditions are important for the survival of leptospires in the environment, humidity is limiting

for the maintenance of the transmission cycle.

Key-worlds: Leptospirosis, Leptospira spp. sorovar Hardjo, sheep, aittle, consorciated

pasture.
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura é um dos segmentos da pecuaria nacional com grande potencial de
crescimento e interesse por parte dos pecuaristas por ndo demandar grandes extensdes de
terra. Evoluindo de criacdes voltadas para a subsisténcia, nos ultimos dez anos ocorreram
mudancas significativas para a consolidacdo da cadeia produtiva da ovinocaprinocultura no
Brasil. Neste periodo, a atividade despertou maior atencdo de governantes, técnicos e
produtores, acarretando mudancas significativas onde se destacam a intensificacdo da
pesquisa voltada para producdo de animais e o beneficiamento de seus produtos, a
melhoria do nivel de organizacdo da cadeia produtiva, a absorcdo de novas tecnologias, a
maior atencdo dos agentes financeiros para facilitar o acesso ao crédito e, o mais
importante, o aumento da demanda de consumo por produtos derivados de caprinos e
ovinos (MEDEIROS, SANO, RIBEIRO, 2005; CARVALHO, 2007). Entretanto, apesar deste
impulso mercadolodgico, a produtividade da ovinocaprinocultura de corte no Brasil ainda é
baixa.

Uma das razbGes estd no regime de manejo de exploracdo predominantemente
extensiva e rudimentar, com alta dependéncia da vegetacao nativa, utilizacdo de racas néao
especializadas, assisténcia técnica deficitaria, baixo nivel de organizacdo e de gestdo da
unidade produtiva e, sobretudo a caréncia de controle sanitario efetivo.

Diferentemente da regido Nordeste, cujo consumo se caracteriza pelo produto sem
qualquer controle sanitario, a carne de caprino e ovino das regiées Sul e Sudeste atende
aos consumidores de classes A e B, muito bem informados e atentos ao processo de
producdo (MEDEIROS, SANO, RIBEIRO, 2005; CARVALHO, 2007). Desta forma, este
mercado vem exigindo maior preocupacao sanitaria, por meio de medidas de biosseguranca
e de exames diagnosticos para que gerem maiores indices produtivos, principalmente no
que se refere as enfermidades que acometem o sistema reproduivo, principais
responsaveis pelos prejuizos econdmicos, onde se destaca a leptospirose.

Enfermidade mundialmente distribuida, a leptospirose € particularmente prevalente
nas Américas e considerada endémica na América Latina e no Caribe, com impacto na
economia agropecuaria. A ocorréncia de leptospirose estad estretamente vinculada aos
fatores ambientais, que podem dar lugar a um foco de infec¢do, cuja amplitude estd na
dependéncia de condi¢bes favoraveis, das caracteristicas do “habitat” e da presenca de
animais silvestres (ALVES et al., 1996; GENOVEZ, 2006c).

Teoricamente qualquer sorovar de Leptospira spp. pode infectar qualquer espécie
animal, mas na pratica um nimero limitado de sorovares € endémico em uma regido ou pais

em particular. Neste caso, a infeccdo € determinada pelas espécies animais de contato,



pelo(s) sorovar (es) existente (es) naquela propriedade ou egido, pelas condicdes
ambientais e climaticas, e ainda depende do manejo e das oportunidades de infec¢éo direta
ou indireta (GENOVEZ, 2006c).

Os hospedeiros adaptados ou de manutencado das leptospiras sdo responsaveis pelo
ciclo de infeccdo, que se perpetua dentro da mesma espécie, usualmente por transmissao
direta. Os sovares adaptados aos hospedeiros naturais favorecem a sua manutencédo no
meio ambiente, podendo atingir por transmisséo indireta os hospedeiros incidentais, que sdo
infectados de forma acidental, geralmente pelo contato com espécie diferente. O homem se
comporta na maioria das vezes como hospedeiro incidental, pois raramente se constitui em
transmissor da infeccéo (FAINE et al., 1999).

A ocorréncia e a transmissao da leptospirose séo influenciadas pelas caracteristicas
do agente infeccioso, a suscetbilidade de hospedeiros, concentracdo demogréfica,
movimentacdo, interacdo entre espécies e populacgdes, finalidade de uso dos animais e
condicdes ambientais (HERHOLZ et al, 2006). Leptospiras sobrevivem no meio ambiente,
dependendo de uma combinacéo de fatores como umidade e textura do solo.

As caracteristicas de solo (edrutura e tipo de subsolo) que possibilitem a
manutencdo da umidade, das aguas de superficie onde se incluem presenca de matéria
organica e pH proximo da neutralidade, assumem grande importancia na perpetuacédo de
focos de leptospirose numa regido (RADOSTITS et al., 2000). Solos coloidais retém a
umidade e absorvem microrganismos, presumivelmente permitindo que as leptospiras
sobrevivam em condicdes secas. Aguas da chuva e correntezas inundam as rachaduras
provocadas pela dessecacgdo, fazendo com que as leptospiras sejam liberadas para o
ambiente, atingindo as 4guas de superficie e solo, fechando um ciclo de infeccao (SMITH e
SELF, 1955; KARASEVA, 1971; ELDER; ELDER et al., 1986).

O sorovar Hardjo tem sido evidenciado em todo mundo com varidveis aspectos de
patogenicidade. Em alguns paises, a infec¢éo de bovinos por este sorovar pode dar origem
a infertilidade, abortamentos, natimortos, nascimento de animais prematuros, bezerros
fracos ou aparentemente normais, mas infectados e portadores renais. Infertilidade pelo
sorovar Hardjo estd geralmente associada a infeccdo ovariana e ukrina, originando
aumento do intervalo entre parto-concepcdo e entre partos, em conseqiéncia da morte
embrionéria (DHALIWAL et al., 1996 a e b). No Brasil, os estudos sobre a infec¢ao pelo
sorovar Hardjo aplicados em rebanhos bovinos de corte, ndo apresentaram impacto
significativo sobre as taxas meprodutivas. Entretanto, faltam estudos conclusivos em
rebanhos leiteiros, assim como, sobre a influéncia do gendétipo das estirpes deste sorovar
circulantes nas criacbes brasleiras (MADRUGA, DIEDERICHSEN, SCHENK, 1982;
GENOVEZ et al., 2001; GENOVEZ et al., 2006c).



Os fatores de risco para a introdugcdo do sorovar Hardjo em rebanhos englobam a
introducdo de bovinos infectados, compartilhamento de touro entre rebanhos, acesso de
bovinos a aguas de superficie e solos contaminados (RADOSTITS et al.,, 2000). Além
destes, a probabilidade de infeccéo de bovinos por este sorovar aumenta significativamente
guando compartilham pastos com ovinos (PRITCHARD et al, 1989; BENNETT, 1991);
havendo certa evidéncia que os ovinos sejam hospedeiros de manutenc¢ao e reservatorios
para bovinos (COUSINS et al., 1989; GERRITSEN, KOOPMANS, OLYHOEK, 1994b).

Embora o sorovar Hardjo tenha nos ovinos incidéncia reduzida, sua disseminacgao
entre eles € um fato real e aescente, sendo agravado em propriedades que adotam
atividades consorciadas com outras espécies animais (LANGONI et al., 1995). Na infeccdo
aguda dos ovinos, semelhante aos bovinos, observam-se anorexia, dificuldade respiratéria,
anemia hemolitica, ictericia, urina de cor vermelha escura, febre e fémeas prenhes abortam
(RADOSTITS et al., 2000).

Diante destas questdes, o isolamento e identificacdo dos sorovares circulantes nos
rebanhos nacionais sdo necessérios para a determinacdo de seus genétipos, com intuito
nao somente de avaliar sua adaptacéo e interacdo com as condi¢cdes ambientais do Brasil,
mas, sobretudo definir quais estirpes tem impacto na eficiéncia reprodutiva e decidir a
incorporagdo destes nas vacinas nacionais (GENOVEZ et al, 2006b). Na cadein
epidemiolédgica da leptospirose pela Leptospira spp. sorovar Hardjo, o papel do ovino ainda
necessita de investigacdo, quer seja como susceptivel a este sorovar e/ou como

reservatorio do sorovar Hardjo para bovinos.



2. REVISAO LITERARIA

No Brasil, a ovinocultura tem grande potencial de crescimento, por dispor ainda de
grandes extensdes de terra. Rosanova (2004) aborda o crescimento da ovinocaprinocultura
como transformador do cenério dos sistemas produtivos. No decorrer das Ultimas décadas,
houveram transformacdes bruscas nos elos das cadeias produtivas pecuérias, fazendo com
gue a ovinocaprinocultura também ficasse a mercé dessas mudancas para a expansao dos
mercados interno e externo.

O efetivo do rebanho ovino nacional é de 13.856.747 cabecgas em todo o territorio.
De acordo com o ultimo censo agropecuario no Brasil (IBGE, 2007), a estimativa do numero
de ovinos no censo de 1995/19% para a regido Sudeste era de 434.054 cabecas;
atualmente este numero atinge 763.617 cabecas com 20.845 estabelecimentos. Em Sé&o
Paulo, o numero de ovinos remamta 460.746 cabecas distribuidas em 11.027
estabelecimentos, sendo 197.529 animais e 645 propriedades a mais que aqueles
registrados no censo de 1995/1996.

A Regido de Sorocaba, no estado de S&o Paulo, compreende 19 municipios:
Aluminio, Aracariguama, Aracoiaba da Serra, Boituva, Cabrelva, Capela do Alto, Ibilna,
Iperd, Itu, Mairinque, Piedade, Pilar do Sul, Porto Feliz, Salto, Salto de Pirapora, Sdo Roque,
Sorocaba, Tapirai e Votorantim (WIKIPEDIA, 2008).

O relevo em quase toda a regido apresenta declividade de terreno, sendo suave na
porcdo do Planalto Ocidental e menos acentuada que na Serrania de S&o Roque. Na regido
existem duas serras: a de Paranapiacaba, ao sul/sudoeste, e a de Botucatu, a noroeste,
além de grandes reservas minerais de rochas calcarias, areia, argila e granito (SAO PAULO,
2003).

Os Indicadores econémicos desta regido sdo expressivos nos setores agropecuarios,
industriais, comerciais e de servicos. Entretanto, uma parcela importante da populacdo
localizada ao sudoeste e sul vive basicamente da agricultura de subsisténcia. Nesta area ha
grandes entraves por extensdes de terras desocupadas cuja fdta de titulacdo gera
inseguranca aos verdadeiros proprietarios que sdo impedidos que investimentos sejam
realizados devido a dificuldade ao acesso ao crédito agropecuario (SAO PAULO, 2003).

A agropecuéria regional conta com a produgcdo de hortifrutis, a atividade de
reflorestamento e a pecuaria de corte e de leite, cujo padrdo vem melhorando por meio do
aumento da capacidade das pastagens e melhoria na alimentacdo dos animais. A pecudria
regional vem melhorando o padrdo do gado de corte e leite, por meio do aumento da
capacidade das pastagens e da melhoria na alimentacdo dos animais (SAO PAULO, 2003).



A pesquisa de produgdo municipal em 2006 realizada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) reflete a produgcédo animal nos municipios do Brasil. Neste
censo constam o0s vinte maiores municipios produtores do setar pecuério, inclusive
ovinocaprinocultura e seus respectivos subprodutos. Os vinte municipios com maior efetivo
para ovinos encontram-se nas regides Sul e Nordeste e ndo consta nenhuma cidade
paulista neste levantamento (IBGE, 2006).

O Levantamento Censitario das Unidades Produtoras Agropecuérias (LUPA) é
realizado pela Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATI) do Estado de Séo
Paulo onde sdo apresentados os indices agropecuérios de cada cidade. O numero de
ovinos da regido de Sorocaba referente as cidades de Piedade e Salto do Pirapora, onde
este projeto foi desenvolvido, é pequeno comparando com o efetivo dos municipios de
outros estados (IBGE, 2006), contudo, é relevante a preocupac¢do com o desenvolvimento
da cadeia produtiva e principalmente com a sanidade dos animais.

O municipio de Piedade apreserta estrutura fundidria com 3.159 Unidades
Produtoras Agropecuarias (UPAS), representando no total 53.908,8 ha. Nesta regido, 725
UPAS (22,95%) possuem propriedades com 10,20 ha. A ocupacgdo de pastagens esta em
2.426 UPAS (11,56%) com uma extensdo de area de 1.1138 ha. A exploracéo animal no
municipio é liderada pela piscicultura. A ovinocultura possui 2.975 cabecas em 54 UPAS. As
bovinoculturas de leite e de corte possuem respectivamente, 2.540 e 2.056 cabecas em 282
e 110 UPAS (SAO PAULO, 2008).

A cidade de Salto do Pirapora, também incluida na regido de Sorocaba, possui uma
estrutura fundiaria de 21.9679 ha com 445 UPAS, sendo que 2,25% (99 UPAS)
apresentam 10,20 ha cada, nhum total de 1.425,7 ha. A ocupacdo de pastagens representa
15,2% da regido com 420 UPAS, num total de 6680,3 ha. A exploracdo animal do municipio
é liderada pela avicultura de corte. A ovinocultura possui 450 cabecas em sete UPAS. Na
bovinocultura de corte ha 1.317 cabecas em 11 UPAS e a bovinocultura de leite com 442
cabecas em sete UPAS (SAO PAULO, 2008).

Na ovinocultura, como em outros setores da pecuaria, 0 manep sanitario €
imprescindivel. Assim, o acompanhamento da saude do rebanho, realizando a prevencao e
controle de doencas, principalmente as que acometem o sistema reprodutivo, € uma
maneira de evitar grandes prejuizos econdmicos. A leptospirose, entre outras, € uma
enfermidade que causa perdas para o produtor por atingir o sistema reprodutivo de animais
de producéo.

A leptospirose € uma antropozoonoze causada por bactérias patogénicas do género
Leptospira spp. que apresenta ampla distibuicdo geografica e de ocorréncia em areas
urbanas e rurais (BRASIL, 1995).



Leptospiras sdo bactérias perencentes a Ordem Spirochaetales, Familia
Leptospiraceae, Género Leptospira (NOGUSHI, 1918). Até 1987, o género Leptospira era
dividido em duas espécies: leptospiras patogénicas como sendo Leptospira interrogans e
saprdfitas, L. biflexa (LEVETT, 2001).

As leptospiras patogénicas possuem potencial para provocar a doenca em animais e
no homem, enquanto que as sapdfitas, leptospiras de vida lvre, geralmente sao
consideradas néo causadoras da doenca (WHO, 2003).

Na classificacdo sorolégica, a unidade taxon6mica basica é o sorovar (BRASIL,
2005). Os sorovares que mantém semelhanca antigénica estdo organizados em 23
sorogrupos, contendo 250 sorovares de leptospiras patogénicas e saprofitas (FAINE et al.,
1999). Cada sorovar relaciona-se com o(s) seu(s) hospedeiro(s) preferencial (ais), ainda que
uma espécie animal possa albergar um ou mais sorovares (BRASIL, 2005) Esta
classificacdo é a base do sorodiagnostico.

Em 1987, Paulo Hideki Yasuda, um pesquisador brasileiro, propds uma nova
classificacdo para leptospiras, baseando-se na hibridizagdo por homologa do DNA.
Atualmente o género Leptospira € classificado, segundo caracteristicas genotipicas, em 17
gemonoespécies: L. interrogans, L. borgpetersenii, L. inadai, L. noguchii, L. santarosai, L.
weilii, L. kischneri, L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, Turneria parva, Leptonema illini, L.
gemonoespecie 1, L. gemonoespecie 2, L. gemonoespecie 3, L. gemonoespecie 4 e L.
gemonoespecie 5 (YASUDA et al., 1987). O género Leptospira compreende trés grandes
divisbes entre as espécies: as patogénicas, as saprofitas e outras com patogenicidade
indeterminada, diferenciadas por determinacao filogenética (MOREY et al., 2006).

Leptospiras sdo espiroquetas helicoidais usualmente em 0,1 um de didmetro por 6 a
20 um de comprimento; sendo, portanto muito finas de se verem em luz direta, mas visiveis
em microscopia de campo escura Apresentam ganchos em uma ou ambas as
extremidades, o que as diferenciam de outras espiroquetas e sao ativamente méveis devido
a dois filamentos axiais (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001; WHO, 2003). A composicdo da
membrana das leptospiras é de lipopolissacarideo, similar a de bactérias Gram-negativas,
porém com baixa atividade endotéxica (LEVETT, 2001).

Sao bactérias aerdbias que exigem vitaminas B1 e B12 e &cidos graxos de cadeia
longa como fontes de carbono e energia; em meios de cultivo especiais, podem atingir 6-8 X
10° células/mL (FAINE et al., 1999).

O crescimento 6timo para as leptospiras encontra-se em pH 7,2-7,6, a temperatura
de 28-30°C (FAINE et al., 1999), sendo que as estirpes patogénicas crescem melhor entre
28-30°C, enquanto as saprdfitas entre 11-13°C. Sao destruidas em temperaturas ambientais
inferiores de 7°C a 10°C ou superiores a 34°C a 36°C, pela exposicao direta a radiacdo



solar, as grandes variacfes de pH (<6,0 e >8,0), a elevada salinidade e a ambientes secos,
necessitando 15,2 -31,4% de umidade (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

As leptospiras saprofitas sdo encontradas em lugares chuvosos ou Umidos, como
aguas de superficie ou solos com pocas de agua. Supostamente, estas leptospiras de vida
livre ou ambiental, ndo possuem significAncia médica por ndo causarem leptospirose, porém
ocasionalmente podem ser encontradas em materiais clinicos (WHO, 2003).

Leptospiras sobrevivem no meio ambiente, dependendo de uma combinagéo de
fatores como umidade e textura do solo. As caracteristicas de solo e das aguas de
superficie assumem grande importancia na perpetuacao de focos de leptospirose numa
regido. A estrutura e o0 tipo e subsolo sdo determinantes para a sobrevivéncia de
leptospiras, que vivem 30 minutos em solo seco (RADOSTITS et al., 2000). Solos coloidais
rettm a umidade e absorvem microrganismos, presumivelmente permitindo que as
leptospiras sobrevivam em condicdes secas. Aguas da chuva e correntezas inundam as
rachaduras provocadas pela dessecacao, fazendo com que as leptospiras sejam liberadas
para o ambiente, atingindo as aguas de superficie e solo; fechando um ciclo de infeccdo
(SMITH e SELF, 1955; KARASEVA, 1971; ELDER; ELDER et al., 1986).

A permanéncia de leptospiras no solo depende de sua composi¢ao granulométrica, a
qual pode influir na capacidade de retencdo da agua. Segundo Oliveira (2005), em solo
arenoso (particulas com diametro de 0,05 a 2 mm), a infiltracdo da agua ocorre mais
rapidamente, permitindo a drenagem livre da agua, entretanto com baixa retencao devido ao
maior espaco poroso. Esses solos sé@o, por natureza, mais secos porque possuem pequena
capacidade de retencdo de umidade em relagado aos outros de textura mais fina. Particula
de silte (diametro 0,05 a 0,002 mm) apresenta apenas ligeira mudanca de volume entre o
estado seco e umido, e sua compressibilidade é intermediaria entre as frages areia e argila.
Sua permeabilidade é menor em relagéo a areia, porém sua capacidade de retencédo é bem
maior. Os solos argilosos (particula com diametro < 0,002 mm) possuem maior capacidade
de retencdo de agua contra as forcas da gravidade devido a presenca de poros muito
menores do que nos solos arenosos, portanto, sua permeabilidade é menor comparada aos
solos com fragOes de areia e silte.

Além da umidade, a presenca de matéria organica é outro fator importante na
perpetuacéo do ciclo de leptospiras. Flutuacdo na populagcéo bacteriana tem sido associada
com variacdes de umidade e tea de matéria organica, fatores os quais apresentam
importante papel na distribuicdo de leptospiras. O maior niumero de isolados de solos ocorre
onde ha mais de 65% de umidade, sendo raramente positivos em solos arenosos, segundo



Torten et al. (1970 apud HENRY e JOHNSON, 1978)*. A matéria organica se agrega melhor
a argila pela caracteristica da alta retencé@o de agua e pela capacidade de absorver e ceder
nutrientes, aumentando as caracteristicas dinamicas do solo (LEPSCH, 2002). Solos
arenosos sdo pobres em matéria organica por ser rapidamente mineralizada, além da alta
permeabilidade e baixa retencdo de umidade (OLIVEIRA, 2005).

A presenca de matéria organica em agua e solos contaminados pela urina de
animais infectados representa uma importante via de transmissdo de leptospiras, que
podem persistir nestas condicdes por até duas semanas (HENRY et al., 1971).

Na agua e no solo, leptospiras patogénicas também conseguem sobreviver,
dependendo do pH. No solo de gdantagbes de cana-de-acucar com pH acido (6,0),
leptospiras sobrevivem por sete semanas, € em solos com pogas de agua de chuvas,
sobrevivem por até trés semanas (LEVETT, 2001).

Trueba et al. (2004) constataram a sobrevivéncia da Leptospira interrogans sorovar
Canicola em agua destilada por 110 dias, e em meio semi-sélido a 0,5% de agar por até 347
dias. A viscosidade permite a agregacao das leptospiras, a manutencdo da sua motilidade,
favorecendo a enfrentarem mas condi¢des pelo acumulo de enzimas de células lisadas.
Leptospiras patogénicas sobreviventes em colecfes de dgua podem agregar-se a outros
microorganismos, formando um biofilme e assim aumentar a capacidade de resisténcia.
Entretanto, leptospiras sdo afetadas pela concentracdo de 0,13% de NaCl, inibindo sua
sobrevivéncia, particularmente as patogénicas (TRUEBA et al., 2004).

A transmissdo da leptospirose ocorre de forma direta ou indireta, principalmente de
animais para o homem, sendo entre humanos muito rara (WHO, 2003).

A leptospirose tem grande importancia social e econdmica por apresentar elevada
incidéncia em determinadas areas, acarretando perdas de dias de trabalho e alto custo
hospitalar. Sua letalidade em humanos pode chegar a 40% dos casos mais graves (BRASIL,
2005).

A incidéncia de leptospirose esta fortemente associada as regides de clima tropical e
subtropical, com temperaturas elevadas e altos indices pluviométricos (WHO, 2003; PAULA,
2005). No entanto, em paises desenvolvidos também pode ocorrer exposi¢do para humanos
por meio de animais infectados. H& sazonalidade em paises de clima temperado quando h&a
favorecimento da permanéncia de leptospiras no ambiente (LEVETT, 2001). Areas
inundadas propiciam a disseminacao e a permanéncia do agente no ambiente, facilitando o
surgimento de surtos (BRASIL, 2005). Sua ocorréncia também estéd relacionada a alta
infestacao de roedores infectados e as precérias condi¢des sanitarias.

! TORTEN, M., BIRNBAUM, S., KLINGBERG, M. A., SHENBERG, E. Epidemiologic investigation of
an outbreak of leptospirosis in the upper Galilee, Israel. Am. J. Epidemol. v. 91, p. 52-58 1970.



O mais importante fator de risco para a infeccdo no homem é de carater ocupacional,
principalmente nos individuos que trabalham na lida com animais como veterinérios,
magarefes, produtores rurais, inspetores de producéo de carne, seguidos pelos que correm
0 risco de se infectarem indirrtamente, como mineiros e agricultores (LEVETT, 2001;
BRASIL, 2005). No Brasil, a leptospirose no meio urbano, ocorre em 55% dos casos no
domicilio, em 32% no ambiente de trabalho e em 13% em situa¢des de lazer. Comparado ao
meio rural, 54% dos casos ocorrem no ambiente de trabalho, 28% no domicilio e 17% em
situagOes de lazer (BRASIL, 2005).

O homem e os animais podem ser divididos em hospedeiros de manutencéo ou
acidentais (LEVETT, 2001). Os seres humanos sao apenas hospedeiros acidentais e
terminais dentro da cadeia de transmissao (BRASIL, 2005). Os animais domésticos,
sinantropicos e selvagens sdo 0s reservatorios essenciais para a persisténcia dos focos da
infeccao (FAINE et al., 1999).

Determinadas leptospiras ndo causam sintomas clinicos em algumas espécies
animais, sendo estes considerados hospedeiros naturais de manutencdo. Quando
hospedeiros de manutencéo para um determinado sorovar se infectam com outro, poderéo
desenvolver manifestacées clinicas de leptospirose e passam a se caracterizar como
hospedeiros acidentais para tal sorovar (WHO, 2003).

Os hospedeiros naturais mais importantes sdo os roedores (ratos, camundongos)
(WHO, 2003), os quais sao fontes de infecgdo para os animais de companhia, os de
produgdo e para o homem (LEVETT, 2001). Os roedores quando nfectados, ndo
manifestam sinais de leptospirose e, portanto, sdo portadores sadios, albergando a
leptospira nos rins e eliminando-a de forma continua ou intermitente no meio ambiente e
desta forma, contaminando agua, solo e alimentos. O Rattus novergicus € o portador
principal da Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae, uma das mais patogénicas
para o homem. Outros reservatérios de importancia sdo caninos, suinos, bovinos, equinos,
ovinos e caprinos (BRASIL, 2005). Em urina &cida, leptospiras geralmente ndo sobrevivem.
Assim, herbivoros e outros animais que produzem urina alcalina por conta de sua dieta séo
importantes portadores de leptospiras (FAINE et al., 1999).

Leptospira spp. também esta presente nos animais silvestres, considerados fontes
de infeccdo e mantenedores de leptospiras (BOLIM, 1996; CORREA et al., 2004) uma vez
gue seus habitats podem estar préximos de criagbes comerciais de ruminantes e/ou outros
tipos de animais de producéo, segundo Delben (2004 apud CASTRO, 2006).

> DELBEN, A.C.B. Purificacdo, caracterizacdo e avaliacdo da capacidade imunogénica do
lipopolissacarideo (LPS), de Leptospira spp. isolada no Brasil associada ao hidroxido de
aluminio ou monofosforil lipideo A como adjuvantes. 2004. 117p. Tese (Doutorado em
Epidemiologia Experimental Aplicada as Zoonoses). Faculdade de Medicina e Veterinéria e
Zootecnia. Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2004.



As portas de entrada para as leptospiras invadirem o organismo dos hospedeiros
vertebrados sdo pele integra ou com abrasdes e membranas mucosas: conjuntiva, oral,
nasofaringea e genital. Nas inundacdes, a imersdo em aguas contaminadas com leptospiras
favorece a penetragéo devido a eliminacdo de barreiras naturais protetoras da pele (FAINE
et al., 1999; GENOVEZ, 2007).

Batista (2007) comparou a infeccdo experimental de hamster com Leptospira spp.
sorovar Canicola estirpe LO4 pela exposicédo de pele integra e pele lesada de hamsters,
tendo como controle a via intraperitoneal. Independentemente da condicdo da pele, os
animais vieram a 6bito em 9 a 12 dias. No entanto, a inoculacdo em hamsters de pele
integra mostrou que estes se tornaram portadores renais e genitais, enquanto que 0s
inoculados com pele lesada tiveram maior letalidade por esta estirpe.

Marchiori Filho (2007) comparou a exposicdo de hamsters expeimentalmente
infectados com Leptospira spp. sorovar Canicola estirpe LO4 pelas vias conjuntivo-nasal,
cérvico-vaginal e intraperitoneal. Foi observado que a via conjuntivonasal e a via
intraperitoneal proporcionaram maior numero de mortes por leptospirose do que a via
cérvico-vaginal, que por sua vez, induziu significativamente mais o estado de portador renal
e genital. A transmissdo entre individuos depende, portanto, de muitos fatores, como o
clima, densidade populacional e contato entre hospedeiros de manutencéo e os acidentais
(LEVETT, 2001).

Fetos abortados, corrimentos uterinos e urina de animais infectados séo vias de
eliminacao na cadeia epidemiolédgica da leptospirose. Todos o0s sorovares de leptospiras sao
transmitidos entre os animais por essas vias de eliminagdo. A transmissdo via venérea
também é possivel e, portanto animais doadores de sémen, principalmente touros de
Centrais de Inseminacdo Artificial devem ser previamente avaliados e monitorados para
leptospirose (ANDRE-FONTAINE, GANIERE, 1990; RADOSTITS et al, 2000).

As leptospiras patogénicas sdo mantidas na natureza por animais que as abrigam
nos tubulos proximais renais excretando-as pela urina, contaminando solos, rios, pantanos e
outras colecbes de agua, atingindo indiretamente ou diretamente outros animais (FAINE et
al., 1999). Estes organismos podem persistir e se multiplicar em locais protegidos de
anticorpos circulantes, ou seja, tratos genitais masculino e feminino, cAmara anterior do
olho, cérebro, articulagcbes e os préprios rins (ADLER, FAINE, GORDON, 1981).

Ao passar pelas barreiras naturais do organismo (pele ou mucosas), leptospiras
patogénicas alcangcam a corrente sangulinea (leptospiremia) e as vias linfaticas, chegando
aos pulmdes, baco, rins e figado, onde se multiplicam dando origem ao estagio febril. Nos
orgados, ocorrem lesBes nas membranas das células endoteliais de pequenos vasos,
levando ao extravasamento sangliineo, cuja conseqiiéncia imediata € a perda das jun¢cbes

entre as células, permitindo que leptospiras e fluido migrem para o espaco extravascular,



ocasionando a perda da estrutura tecidual pela desintegracdo e morte celular (CASTRO,
2006).

A leptospirose é caracterizada pelo desenvolvimento de vasculites, dano endotelial e
infiltrac@o de células inflamatérias. Nos érgaos, o surgimento de petéquias € comum e pode
ser extenso (LEVETT, 2001). A isquemia renal evolui para necrose dos tubulos contorcidos
renais. Nas formas mais severas, ocorre nefrite intersticial aguda, contudo, lesbes
glomerulares sdo menos presentes. A degeneracdo pode evoluir para a faléncia renal e
anuria. Lesdes também sdo observadas em pulmdes, figado, cérebro, placenta e coracéo,
onde estas levam a sinais clinicos de hemorragia pulmonar, faléncia hepética e ictericia,
encefalopatia e meningite, miocardites, morte fetal e abortamento (FAINE et al., 1999).

A apresentacdo clinica da leptospirose pode cursar como um processo brando e
inaparente, até como forma grave, com sintomas severos que chegam a Obito (BRASIL,
2005). Da fase aguda ou septicémica (leptospiremia), que pode durar aproximadamente
uma semana, segue para fase imune com estimulo do sistema imunolégico a produzir
anticorpos, os quais eliminam as leptospiras circulantes, conduzindo-as para a colonizagéo
dos tubulos renais e eliminacéd de leptospiras na urina, derominando leptospilria
(VASCONCELLOS, 1979; LEVETT, 2001). Bovinos apresentam leptospitria, em média, por
36 dias (10 até 118 dias).

Em bovinos jovens, os sinais clinicos da leptospirose sdo hemoglobindria, ictericia,
anorexia e uremia. Em vacas prenhes, na maioria das vezes o Unico sintoma relaciona-se a
esfera reprodutiva, onde ocorre morte fetal com abortamento e infertilidade. No entanto, com
o decorrer do tempo, a imunidade se restabelece e abortamentos podem ocorrer somente
em novilhas de primeira cria. Natimortos, nascimento de bezerros fracos e com baixo peso
que podem ndo sobreviver também ocorrem (AMATREDJO, CAMPBELL, PATH, 1975;
HANSON, 1975). Achados de leptospiras em rins de fetos apontam que estes animais néo
sobreviveriam ap0s o nascimento, ou ndo chegariam a termo para o nascimento (ELLIS et
al., 1982).

A infertilidade e a Sindrome da Queda do Leite, mastite flacida, leite de cor amarela e
com aspecto de colostro sdo manifestacdes clinicas em bovinos causadas principalmente
pelo sorovar Hardjo (AMATREDJO, CAMPBELL, PATH, 1975; ELLIS, 1984; RADOSTITS et
al., 2000). Muitas vezes, a queda sUbita da producédo do leite pode ser o Unico sinal de
leptospirose devido ao sorovar Hardjo em vacas lactantes (RADOSTITS et al.,, 2000;
AUSTRALIA, 2000). Abortamentos podem ocorrer varias semanas apos a infecgao.

Achados clinicos em pequenos ruminantes séo raros, faltando uma descricdo natural
da doenca. Muitas vezes, somente a forma aguda esta presente em ovinos que manifestam
a ocorréncia de abortamentos RADOSTITS et al, 2000). Os animais acometidos

apresentam dispnéia e mantém a cabeca baixa, e podem disseminar leptospiras num



periodo de sessenta dias apés a infeccdo (SANTA ROSA e PESTANA DE CASTRO, 1963).
Ovinos infectados pelo sorovar Hardjo apresentam sinais semelhantes aos dos bovinos,
onde os abortamentos sdo vistos como Unico sinal clinico. Oilgolactia ou agalactia,
manifestadas como queda da producdo de leite em vacas, também ¢é vista em ovelhas
lactantes. A morte de cordeiros por leptospirose se deve a infec¢cao congénita ou a inanicao
provocada pela agalactia aguda em ovelhas infectadas pelo sorovar Hardjo (RADOSTITS et
al., 2000).

O diagnéstico de leptospirose se baseia em exames laboratoriis diretos, que
detectam o agente etioldgico, e os indiretos, pela detec¢do de anticorpos produzidos pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro (GENOVEZ, 2006a).

Reac¢bes antigeno-anticorpo sdo usadas na identificagdo de estirpes (ou sorovares)
de leptospiras no diagnostico de infeccdes recentes e na inwestigacdo de anticorpos
residuais resultantes de infecgbes passadas nos individuos (TURNER, 1970).

A soroaglutinacdo microscopica (SAM) é o teste padrdo de referéncia para
diagndstico soroldgico e para classificacdo de leptospiras como preconiza a Organizagéo
Mundial de Saude. Recomenda-se a realizagdo do teste com os antigenos vivos cuja
densidade ideal de crescimento é atingida em culturas de 4 a 14 dias (WHO, 1967) e
contendo sorovares representativos de cada um dos sorogrupos além de outros de
importancia regional (VASCONCELLQOS, 1979). Os inconvenientes para este teste sdo a
necessidade de uma infra-estrutura laboratorial e a manutencdo de repiques das culturas
vivas, 0 que gera maode-obra técnica, além de submeter o operador a riscos de
contaminagao (VASCONCELLOS, 1979; GENOVEZ e YASUDA, 1988).

A reacao de soroaglutinagdo microscoépica detecta tanto anticorpos IgM quanto IgG,
sendo sorogrupo-especifica, ndo especificando o sorovar da infec¢éo; sua identificagcao so é
possivel pelo isolamento do agnte e pela técnica de absorc® de aglutininas
(VASCONCELLOS, 1979). Atualmente, o emprego de anticorpos monoclonais e da técnica
do Pulsed Field tem sido um avango em relagéo as anteriores (HERRMANN et al., 1992).

Para o resultado do teste considera-se a proporcéo de sororeatores para o total dos
animais examinados, o que indica o grau de infeccdo nesta populacdo. O provavel sorovar
infectante € o que aparece com maior freqiéncia em maior titulo. Sorovares de um mesmo
sorogrupo podem apresentar reagdes cruzadas, por compartilharem antigenos, tais como
Hardjo e Wolffi (GENOVEZ, 2006a).

Interferéncias na interpretacdo da SAM para a indicacdo do potencial sorogrupo
infectante se devem a evidéncia de reac¢des cruzadas, a qualidade das suspensdes dos
antigenos que podem afetar a ttulacdo e a ocorréncia de multiplas infeccdes, reacbes
heterolégas, recente estado de portador renal sadio e consecutivas infec¢cdes em diferentes
intervalos de tempo (TURNER, 1970). Sorovares que pertencem a0 mesmo SOrogrupo



podem co-reagirem na SAM em titulos de mesma magnitude. Isto ocorre no inicio da
infeccao, entre 0 sexto e o décimo primeiro dia, ndo se observando predominancia. Este
fendmeno chamado de “reacdo paradoxal” acontece por volta de 50% dos casos conhecidos
de sorovares de muitos sorogrupos. Assim, apés um longo periodo, a reacdo homoéloga
prevalece com o sorovar predominante, segundo Borg-Petersen (1949 apud TURNER,
1970)°.

Outras interferéncias para interpretacdo da SAM se devem as culturas antigas ou
muito recentes, que podem afetar a qualidade da suspensao dos antigenos, interferindo nos
titulos do teste (TURNER, 1970).

Portadores ou ndo-portadores do sorovar Hardjo ndo podem ser diferenciados pela
titulacdo na soroaglutinacdo microscépica, pois muitos bovinos apresentam titulos abaixo de
1:100 (ELLIS, O'BRIEN, CASSELLS, 1981).

A confirmacdo diagnostica da leptospirose se faz pelo isolamento do agente em
materiais clinicos com a presenca de bactérias vidveis em amostras clinicas como urina,
sangue, fetos abortados e sémen, cultivados em meios apropriados ou a deteccdo de DNA
da bactéria pela reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) (GENOVEZ, 2006a; WHO, 2007).
Magajevski, Girio e Meirelles (2007) cultivaram amostras fetais e isolaram Leptospira spp.
de rins e figado, sendo confirmados por PCR. Lilenbaum et al (2008) isolaram Leptospira
spp. a partir de amostras de muco cérvico-vaginal de duas cabras e de uma ovelha e
identificaram Leptospira spp. destas amostras e sémen por PCR.

O teste de PCR permite a detecgdo de minima quantidade de DNA bacteriano em
qualquer material biol6gico, com alta sensibilidade e especificidade e em curto espaco de
tempo. Regides especificas do DNA se amplificam exponencialmente em ciclos
programados de temperatura por um termociclador, e oligonucbtideos iniciadores
(“primers”) com enzima Taq DNA polimerase, o produto se revda por eletroforese
(GENOVEZ, 2006a). Outras técnicas, como irmunofluorescéncia direta ou indreta,
imunoperoxidase podem ser também empregadas, porém com menor sensibilidade e
especificidade (TURNER, 1970).

Uma vez diagnosticado o agente, o tratamento do rebanho deve ser feito pelo uso de
antimicrobianos antes que a infeccao cause danos irreparaveis no figado e rins. O objetivo
principal do tratamento € o controle da doenca e a interrup¢éo da leptospilria nos animais
acometidos. A diidroestreptomicina ou outras tetraciclinas sdo recomendaveis na dose de
25mg/Kg por um dia, durante trés ou cinco dias (RADOSTITS et al., 2000).

A eficacia do uso de estreptomicina foi comprovada pela sua persisténcia nos tecidos
renais e no utero em rebanhos bovinos (HANSON, 1975). Gerritsen et al. (1994a) trataram
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animais com diidroestreptomicina na dose de 25mg/Kg e estes interromperam a excrecao
urinaria de leptospiras ap0s uma semana do tratamento e retanando aos niveis
reprodutivos anteriores. Genovez et al. (2006c) apresentaram a eficacia da estreptomicina
em um rebanho bovino acometido por um surto de leptospirose, onde amaostras de urinas
positivas para Leptospira spp. detectadas por meio de PCR, se tornaram negativas apés o
tratamento. A dose de 25mg/Kg de sulfato de estreptomicina € a melhor opcao para
tratamento contra leptospirose, permitindo que animais tratados aumentem a eficiéncia
reprodutiva e evite prejuizos econémicos para o produtor (CAVAZINI et al., 2008).

Como medida preventiva da leptospirose, deve-se vacinar o rebanho e, frente ao
diagnéstico, usar a antibioticoterapia para eliminar os portadores. Como a protecdo é
sorovar-especifica, € importante vacinar contra os sorovares prevalentes no rebanho ou na
regido da criagdo. Acredita-se que a imunidade pela vacinagdo seja curta, portanto, em
regibes endémicas, as doses de reforco devem ser aplicadas no minimo duas vezes ao ano
(ELLIS, 1984; PUGH, 2005).

Além da vacinagdo e do uso de estreptomicina nos animais, deve-se ainda aplicar
medidas estratégias que visem a reducao ou eliminacdo dos fatores de risco.

Medidas de prevencdo consistem em eliminar o contato de animais sadios com 0s
portadores de leptospiras, da mesma espécie ou espécie diferente, populacao de roedores e
0 acesso a aguas de superficie onde coabitam animais silvestres. Na espécie ovina
especificamente, 0 manejo separado de outras espécies animais, a reducédo da populacdo
de roedores, fornecimento de agua limpa e o uso sistematico de vacinacao polivalente sao
as principais medidas preventivas contra a leptospirose (PUGH, 2005).

Bovinos sdo hospedeiros de manutencdo para o sorovar Hardjo, uma vez que sao
portadores renais adaptados e sua adaptagcdo tem sido demonstrada em muitas pesquisas
(STOENNER, 1967; ELLIS, O'BRIEN, CASSELLS, 1981; ELLIS et al., 1982; THIERMANN,
1983; ELDER et al., 1985; MILLER, WILSON, BERAN, 1991; SMITH et al., 1994; BLACK et
al., 2001; LEONARD et al., 2004). Este sorovar tem sido reconhecido como uma significante
causa de alteragdes nos parametros reprodutivos como diminui¢éo no indice de concepcao,
aumento nos intervalos entre partos e reducdo na taxa de bezerros nascidos (HIGGINS et
al., 1980; SLEE, McORIST, SKILLBECK, 1983; TEBRUGGE e DREYER, 1985; PRESCOTT
et al., 1988; ELLIS, 1994; DHALIWAL et al., 1996a e b; FAINE et al., 1999; GUITIAN et al.,
1999).

A leptospirose bovina causada pela infeccdo do sorovar Hardjo ocorre em todo
mundo, sendo apontada em varios paises como causa de infertilidade e falhas reprodutivas.
A presenca do sorovar Hardjo é endémica nos paises de clima tropical e sub-tropical
(ELLIS, 1984). Em paises como Austrélia, Nova Zelandia e Holanda, apesar de endémico, o
sorovar Hardjo ndo causa significantes perdas em rebanhos bovinos (SLEE, McORIST,



SKILLBECK, 1983; CHAPPEL et al., 1989; FAINE et al., 1999). No Brasil se constitui em
infeccdo endémica, cujo impacto sobre as taxas reprodutivas, ainda necessitam de maiores
estudos principalmente em rebanhos leiteiros (GENOVEZ et al., 2006b).

Apesar da elevada soroprevaléncia desse sorovar nos rebanhos bovinos brasileiros,
apenas dois relatos de isolamentos sdo descritos na literatura, e nestas a tipificacdo das
estirpes ndo esta esclarecida. Moreira (1994) isolou de rebanhos bovinos leiteiros o genétipo
Hardjoprajitno (amostra Norma) e Langoni et al. (1999) a partir de fetos bovihos,
identificados por anti-soros especificos para este sorovar.

Dois tipos do sorovar Hardjo s&o sorologicamente indistinguiveis, mas geneticamente
distintos: Leptospira interrogans sorovar Hardjo (Hardjoprajitno) e Leptospira borgpetersenii
(Hardjobovis). O sorovar Hardjobovis, comum em bovinos, é presente em todo o mundo,
enquanto Hardjoprajitno foi isolado em rebanho bovino no Reino Unido (BOLIN e ALT,
2001). O primeiro isolamento de L. interrogans sorovar Hardjo ocorreu em 1938 pelo Dr. J.
W. Wolff a partir do sangue de um jovem agricultor javanés, chamado Hardjoprajitno, com
aproximadamente 20 anos, assistido num hospital localizado numa area de seringais. O
sangue foi colhido no segundo dia de febre, onde foi cultivado e a deteccdo de leptospiras
ocorreu apos trés semanas do cultivo (SULLIVAN, 1970).

A soroprevaléncia de anticorpos para diferentes sorovares varia conforme a regiéo e
pais, refletindo as diferentes incidéncias em cada situacao (ELLIS, 1984). Na maioria dos
inquéritos soroldgicos realizados nos rebanhos nacionais foi empregada a estirpe
Hardjoprajtino na soroaglutinacdo microscopica (SAM); somente mais recentemente, alguns
estudos incluiram a estirpe Hardjobovis. A soroprevaléncia para o sorovar Hardjo em
bovinos foi constatada no estado do Mato Grosso em 42,8% (216/505) (MADRUGA,
AYCARDI, PUTT, 1980); em varios estados brasileiros, Giorgi et al. (1981) constataram que
o sorovar Wolffi foi o mais presente, com 69,33% (1.897/2.736), porém neste levantamento,
ndo constava o sorovar Hardjo na cole¢do de antigenos; no Rio de Janeiro 20,98% (85/45)
(LILEMBAUM, DOS SANTOS, 1995; LILEMBAUM, DOS SANTOS, 1996); Goias com 5,2%
(18/349) (JULIANO et al., 2000); em S&o Paulo 12,5% (15/120) (LANGONI et al., 1999);
36,4% (11.412/ 31.325) (FAVERO, 2000) e 46% (1538/3.338) (CASTRO, 2008); na
Amazobnia Oriental, Para, com 61,2% (41/67) das propriedades estudadas (HOMEM et al.,
2000; HOMEM et al., 2001); Bahia em 4,0% (11/228) indice menor que encontrado para o
sorovar Icterohaemorrhagiae 27,2% (62/228) (VIEGAS, CALDAS, OLIVEIRA, 2001); Minas
Gerais em diferentes estirpes de Hardjo (Norma) 23,7% (1.970/8.317), (OMS) 19,7%
(7.653/38.883) e Hardjobovis 13,8% (372/2.698) (ARAUJO et al.,, 2005); na regido do
Pantanal com 58,74% (84/143) para estirpe Hardjoprajitno e 40,97% (58/143) para
Hardjobovis (TOMICH et al., 2007); Paraiba com 16,04% (376/ 2.343) (LAGE et al., 2007) e



Mineiro et al. (2007) no Piaui encontraram 39,5% (412/1.044) bovinos reagentes para o
sorovar Hardjo.

Existem muitos sorovares que compartilham antigenos, como os do sorogrupo
Sejroe, que confundem os resutados de soroprevaléncia nos rebanhos brasileiros e
provavelmente em outros paises. Em varios estudos soroepidemioldgicos de rebanhos
bovinos brasileiros, o sorovar Hardjo tem sido observado em associacdo com Wolffi. Por
pertencerem ao mesmo sorogrupo, Hardjo e Wolffi podem ocorrer em associagédo (FAINE,
1982). No levantamento soroldgico realizado por Pellegrin et al. (1999) em bovinos no
Pantanal matogrossense, os sorovares Hardjo e Wollfi e Hardjo-CTG, isolado por Moreira
(1994) apresentaram as maiores reacdes, no entanto, estas podem ocorrer pela semelhanca
antigénica, com reacdes cruzadas na sorologia. Favero (2000), em seu levantamento
soroldgico de diversos estados brasileiros apontou esta questdo com ocorréncia no Para
20% (61/305) e em Roraima com 33% (7/22). Martins (2005) estudou a prevaléncia de
leptospirose em propriedades no municipio de Pirassununga — SP, e nos rebanhos bovinos
0 sorovar Hardjo foi o prevalente em 43,3% (33/76), seguido de Wolffi em 11,8% (9/76).
Castro (2006) analisou amostras de bovinos em todo estado de S&o Paulo, onde reacfes
cruzadas entre os sorovares Hardjo e Wolffi 21% (711/ 3.338) foi observada em todas as
regides, com titulacdo semelhante. Gotti (2007) comparou a sorologia de duas colheitas de
dois grupos de touros doadores de sémen, e constatou a presenca de reacdes cruzadas
para Hardjo e Wolffi. Magajevski, Girio e Meirelles (2007) em Sao Paulo, observaram que
44,7% (80/179) das vacas enviadas ao abate eram reagentes para o sorovar Hardjo e
28,5% (51/179) reagentes para Wolffi. Consta nesses trabalhos elevada frequéncia de
reagOes cruzadas entre os sorovares Hardjo e Wolffi.

O sorovar Guaricura, pertencente ao mesmo sorogrupo Sejroe dos sorovares Hardjo
e Wolffi, foi isolado pela primeira vez no Brasil por Santa Rosa et al. (1980) a partir de
amostras de figado provenientes de um abatedouro, apesar deste sorovar pertencer na
época ao sorogrupo Hebdomadis. Um segundo isolamento do mesmo sorovar foi realizado
por Vasconcellos et al. (1998) a partir de amostra de urina de uma bufala de rebanho
leiteiro.

O papel patogénico dessas estirpes sobre as taxas reprodutivas ainda ndo esta
totalmente esclarecida. Este fato explicaria o pequeno numero de isolados do sorovar
Hardjo no Brasil, embora com elevada soroprevaléncia. O frequente isolamento e
identificagd@o de estirpes circulantes nos rebanhos nacionais, assim como a identificacéo de
seus genotipos, ndo s6 demonstra sua adaptacdo as condic¢des climéticas do pais, mas pela
decisdo da vacinacdo, na ordem de definir quais estirpes tém mpacto na eficiéncia
reprodutiva e quais delas devem ser incorporadas nas vacinas nacionais (GENOVEZ et al.,
2006b).



Favero (2000) analisou a soroprevaléncia de ovinos no estado de S&o Paulo em 284
amostras, onde a variante sorolégica foi Icterohaemorrhagiae; enquanto no estado do Rio
Grande do Sul, Hermann et al. (2004) estudaram a soroprevaléncia do rebanho ovino em 18
municipios, verificando soroprevaléncia do sorovar Hardjo.

A prevaléncia de Hardjo em ovinos e bovinos é semelhante em muitos paises. Na
Australia e Nova Zelandia registra-se a presenca do sorovar nas duas espécies, tendo sido
isolado de rebanhos ovinos neozelandeses saudaveis (AUSTRALIA, 2000). Nestes paises
acredita-se que o0 ovino seja 0 hospedeiro de manutengdo para Hardjo, o que ndo foi
demonstrado em estudos realizados no Reino Unido (ELLIS et al., 1983).

A transmissdo de Leptospira spp. sorovar Hardjo estirpe Hardjobovis de ovinos
infectados naturalmente para ovinos e bovinos sadios foi observada por Garitsen,
Koopmans e Olyhoek (1994b), que indagaram se 0s ovinos serian hospedeiros de
manutencdo de Hardjobovis e, portanto, se ovinos deveriam ser também focados nos
programas de controle desta infecgdo em rebanhos bovinos consorciados.

Castro (2006) analisou vérios fatores de risco para o aparecimento de leptospirose
nos rebanhos bovinos de algumas regides do estado de Sao Paulo dentre estes, a criacdo
de ovinos seria uma possivel causa de leptospirose para bovinos, pelo compartilhamento da
pastagem. Entretanto, sua transmissdo parece estar muito mais relacionada ao aspecto
densidade de cabecas por area de pastejo como facilitador de contagio (ELLIS, O'BRIEN,
CASSELLS, 1981; GENOVEZ et al., 2006c¢).

Os fatores de risco envolvendo o manejo de animais, pelo risco da introdugdo do
sorovar Hardjo no rebanho, englobam a aquisicdo de bovinos infectados, bovinos e ovinos
dividindo o mesmo pasto ou areas comuns, aquisicao ou compartilhamento de mesmo touro
contaminado, e acesso de bovinos a aguas de superficie contaminada (RADOSTITS et al.,
2000).

Diante destas questbes, o isolamento e identificacdo dos sorovares circulantes e a
determinacdo de seus gendtipos nos rebanhos nacionais sdo necessarios, com intuito ndo
somente de avaliar sua adaptacéo e interacdo com as condi¢cdes de manejo e ambientais do
Brasil, mas, sobretudo definir quais estirpes tém impacto na eficiéncia reprodutiva e decidir a
incorporagéo destes nas vacinas nacionais (GENOVEZ et al., 2006b).



3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o papel do ovino na cadeia epidemiolégica
da leptospirose causada pela Leptospira spp. sorovar Hardjo, identificando os fatores de
risco que envolvem a infeccéo e transmissao entre ovinos e bovinos, avaliando-se manejos
sanitario e zootécnico, bem como a influéncia das condi¢Bes edafocliméaticas regionais na

manutencao e transmissao do agente entre os animais.



4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho contou com o apoio logistico e laboratorial da Unidade de Pesquisa e
Desenvolvimento de Sorocaba (UPD) / Centro de Insumos Estratégicos — Agéncia Paulista
de Tecnologia do Agronegocio (APTA) Regional, no qual foram centralizadas as primeiras
acOes apos a colheita das amostras, como separac¢ao e centrifugacao de soro, urina, agua e
suspensao de solo e o cultivo das amostras clinicas, aguas e solo para isolamento das
leptospiras. Nesta etapa participaram os pesquisadores Daniela Chiebao e Fabio Henrique
de Lima Gabriel, ambos da UPD de Sorocaba — APTA regional - Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de Sao Paulo e do médico veterinério Paulo Thomaselli da Casa
de Agricultura de Piedade — SP.

4.1. Selecédo dos rebanhos para formagéo dos grupos

Com o intuito de se excluir interferéncia de outras enfermidades reprodutivas nos
dados de produtividade dos rebanhos foi realizado o diagnéstico diferencial para brucelose,
clamidofilose, campilobacteriose genital bovina, micoplasmoses, Maed-Visna, pestivirus
(virus da diarréia viral bovina - BVD), toxoplasmose e neosporose. Também foi avaliado o
nivel de parasitismo pelo método de OPG, visando estabelecer o perfil sanitario dos
animais. Esses dados encontram-se no Apéndice.

Na primeira etapa foram analisadas oito propriedades, sendo cinco de criacbes
consorciadas entre ovinos e bovinos que compartilhavam mesmo pasto e manejos sanitario
e zootécnico e trés exclusivas de ovinos. Os animais do sisema consorciado, por
compartilharem pastos e manejo, foram considerados como um anico rebanho, ndo sendo
seus resultados separados por espécie. A estes rebanhos foi aplicado um questionéario
epidemiolégico.

A partir destes rebanhos foram selecionados quatro, sendo dois consorciados e dois
de criacdo exclusiva de ovinos que apresentavam animais reagentes para Leptospira spp.
sorovar Hardjo, que ndo faziam uso de vacinacdo contra leptospirose e foram entéo
submetidos ao isolamento e identificacdo de leptospiras (Tabela 1). Das quatro propriedades
selecionadas foram realizadas as andlises de aguas de superficie e de bebida, de solo e
condigbes edafoclimaticas.



Tabela 1.

Identificacdo das popriedades analisadas na regi® de Sorocaba,

respectivos sistemas de criacdo e numero de animais examinados relativos a duas

fases de colheita de amostras. Sao Paulo, 2008.

Ndmero de animais examinados

Identificacao Condicéao Localidade
12 FASE * 22 FASE **
A O Piedade SP 7 ovinos 91 ovinos
B @] Piedade SP 6 ovinos
C O Piedade SP 11 ovinos 37 ovinos
D C Piedade SP 3 ovinos***
E C Aracoiaba da 4 2
Serra- SP ovinos bovinos
F C Piedade SP 3 3 30 14
ovinos bovinos ovinos bovinos
. 16 1
G c Piedade SP ovinos bovinos
H C Salto do Pirapora - 7 4 80 3
SP ovinos bovinos ovinos bovinos

O - Criacdo exclusiva de Ovinos; C - Criagdo consorciada bovinos e ovinos. *10% dos
animais adultos; **100 % dos animais adultos; ***propriedade anteriormente consorciada.

Castro (2006) avaliou a soroprevaléncia da leptospirose bovina no estado de Séo

Paulo, subdividindo-o em sete regides a partir das amostras de soro colhidas para o exame

de brucelose, que contemplavam no Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de

Brucelose e Tuberculose (PNCEBT). A regido de Sorocaba, com amostragem de 88 soros

de bovinos de leite, apontou o sorovar Hardjo como prevalente em 57,95% (52/88). Diante

desta informagédo, assumiu-se que este sorovar esta circulante nesta populacdo bovina e,

portanto, o estudo n&o incluiu propriedades com criacdo exclusiva de bovinos.



4.2. Animais

Cinglienta e sete ovinos entre rebanhos de criacdo exclusiva e consorciada e 10
bovinos provenientes das propriedades consorciadas com os ovinos foram avaliados na
primeira fase; enquanto que 255 animais, 238 ovinos e 17 bovinos, provenientes dos quatro
rebanhos selecionados foram avaliados na segunda fase.

4.4, Colheita de amostras clinicas

Amostras soroldgicas de dez porcento dos animais adultos dos oito rebanhos foram
colhidas na primeira fase e 100% na segunda fase. Foram colhidas amostras de urina de
10% dos animais adultos dos quatro rebanhos selecionados.

4.3.1. Soro

Cerca de 10 mL de sangue dos animais foram colhidos de forma asséptica por tubos
a vacuo com gel, antes do fornecimento de ragdo, separado o0 soro sanguineo, transferido

para frasco estéril e mantido a —20°C até o momento da utilizacao.

4.3.2. Urina

Aplicou-se furosemida (Lasix®) na dose de 0,8 mg/kg endovenoso. Enquanto era
aguardada a micc¢ao, higienizou-se a regido perineal com agua e sabdo, sendo enxaguada
e em seguida enxugada com toalha descartavel. Foram desprezados os primeiros jatos e
colheram-se os demais em frasco esterilzado. As amostras foram cultvadas para

leptospiras imediatamente apés a colheita.



4.4. Colheita de amostras ambientais

As amostras ambientais, solo e aguas de superficie e bebida, foram colhidas das
guatro propriedades selecionadas visando o isolamento de leptospiras e medida do pH. As

amostras de solo destinavam-se também a analise estrutural e de matéria organica.

4.4.1. Aguas de superficie e de bebida

Trés amostras de 20 mL de agua de bebida e aguas de superficie dos locais de
pastagem dos animais foram colhidas e acondicionadas em frascos com tampa de rosca
estéreis e imediatamente cultivadas para leptospiras. Também imediatamente apds a
colheita foi medido o pH da agua por meio de fitas de indicacdo universal Merck.

4.4.2. Amostras de solo

Trés amostras de aproximadamente 100 gramas de solo foram colhidas de regifes
proximas a alagados, lagos, rios e mananciais e ainda da pastagem, preferivelmente pela
manha e cultivadas para leptospiras.

Para caracterizar a granulometria do solo foram colhidas aleatoriamente cinco
amostras da superficie do pasto e colocadas em sacos préprios. As amostras foram colhidas
com trado tipo holandés e cada porcdo retirada foi destinada a um de dois baldes,
separados de acordo com a profundidade (0-20 cm ou 20-40 cm). Ao final dos cinco pontos,
as amostras de cada balde foram misturadas e uma amostra final, composta de cinco
amostras simples, foi colhida para analise (cerca de 2 kg).

Para a permeabilidade foram avaliados cinco pontos do pasto, sendo as medicdes
efetuadas dentro de um anel de 15 cm de diametro com 10 cm de profundidade do solo
empregando-se permeametro modelo IAC (Instituto Agrondmico de Campinas) em duas
épocas distintas: chuva (abril) e estiagem (setembro).

A permeabilidade do solo e o estudo granulométrico foram realizados pelo Dr. Sidney
Rosa Vieira e Dr. Mércio Koiti Chiba, do Centro de Solos e Recursos Ambientais, Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC).



4.6. Exames laboratoriais das amostras clinicas

Estes exames foram realizados no Laboratério de Doencas Backrianas da
Reproducdo do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal do Instituto
Bioldgico, Sao Paulo.

4.5.1. Soroaglutinagdo microscoépica para leptospirose

A reacao de soroaglutinagdo microscopica (SAM) com antigenos vivos (FAINE et al,
1999) é considerada a prova padrao para leptospirose, segundo a Organizacdo Mundial de
Salde, empregando a detec¢do de niveis de aglutininas antileptospiras em amostras
sorolégicas.



45.1.1. Antigenos

Foram utilizados 26 sorovares da cole¢cdo de antigenos, sendo cada sorovar
representante de seu sorogrupo conforme Quadro 1.

Espécie Sorogrupo Sorovar
L. biflexa Andamana Andamana
L. biflexa Semaranga Patoc
L. santarosai Sejroe Guaricura
L. santarosai Shermani Shermani
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri
L. kirschneri Autumnalis Butembo
L. noguchii Panamé Panamé
L. borgpetersenii Sejroe Hardjobovis
L. borgpetersenii Ballum Castelonis
L. borgpetersenii Celledoni Whitcombi
L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi
L. borgpetersenii Javanica Javanica
L. interrogans Australis Australis
L. interrogans Autumnalis Autumnalis
L. interrogans Bataviae Bataviae
L. interrogans Australis Bratislava
L. interrogans Canicola Canicola
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni
L. interrogans Grippothyphosa Grippothyphosa
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
L. interrogans Pomona Pomona
L. interrogans Djasiman Sentot
L. interrogans Sejroe Hardjoprajtino
L. interrogans Sejroe Wollfi
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes

Quadro 1. Leptospiras empregadas como antigenos na Reacdo de Soroaglutinacao
MicroscOpica (SAM), relacéo de espécies, sorogrupos e sorovares. Sdo Paulo, 2008.



Os sorovares foram mantidos em meio liquido de Ellinghausen-McCullough-Johnson-
Harris (EMJH) modificado (ALVES et al., 1996) suplementado com 15% de soro estéril de
coelho e inativado a 56°C por 30 minutos, enriquecido com 1% de piruvato de sédio, 1% de
cloreto de calcio, 1% de cloreto de magnésio e 3% de L-asparagina e incubadas durante
sete a dez dias em estufa bacteriolégica a 28°C. Cada cultura foi examinada quanto a
pureza e auséncia de auto-aglutinacdo em microscopia de campo escuro. A concentragdo
antigénica foi acertada para conter aproximadamente de 100 a 200 microrganismos por
campo microscopico (100X).

45.1.2. Triagem, titulacdo dos soros e interpretacéo de resultados

Cinquenta microlitros de cada amostra de soro diluida a 1:25 em solugdo salina
tamponada de Sorénsen (pH 7,4), foram colocados em microplaca de poliestireno de fundo
chato com 96 pocos (COSTAR), e acrescentados de 50 uL do antigeno, obtendo-se diluigéo
inicial 1:50. As microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 28°C por trés horas.
As leituras foram realizadas em microscépico Optico Jena Zeiss com condensador de campo
escuro seco, com lente objetiva Epiplan 10x/0,20 e de ocular 10 (100X) observando-se a
formacdo de aglutinacdes. Na triagem, os soros na diluicdo de 1:50 que revelaram 50% de
leptospiras aglutinadas foram titulados frente aos respectivos antigenos. Soros reagentes na
triagem foram testados para a determinacao do titulo final de aglutininas anti-leptospiras,
efetuando-se diluicbes seriadas em escala geométrica de razdo dois. O titulo final foi a
reciproca da maior diluicAo que apresentou pelo menos 50% de leptospiras aglutinadas
(FAINE et al.,1999).

4.5.2. Isolamento e identificagédo de Leptospira spp.

ApGs a obtencao de urina, 1 mL foi adicionado em 9 mL em um tubo contendo meio
EMJH (DIFCO) suplementado com 15% de soro estéril de coelho e inativado a 56°C por 30
minutos, enriquecido com 1% de piruvato de sédio, 1% de cloreto de célcio, 1% de cloreto
de magnésio e 3% de L-asparagina e acrescido de mistura antibiética 5-fluoracil 1% e acido
nalidixico 4% (ALVES et al.,, 1996) e o mesmo volume em meio de Fktcher (DIFCO)
contendo a mesma mistura antibiética, sendo mantidos a 30°C por 24 horas, e tendo sido



entdo, semeado 1 mL respectivamente para tubos contendo EMJH e Fletcher livres de
antibioticos.

Uma aliquota das amostras de urina foi filtrada em pré-filtro 0,45 p e filtro Millipore
0,65 p e trés a quatro gotas do filtrado foram semeadas em tubos com EMJH, sem solugéo
antibiotica.

Outra aliquota das amostras de urina foi também submetida & diluicdo seriada (10™ a
10", 1 mL em 9 mL de meio EMJH ras condicbes descritas acima, sem antibiéticos,
conforme descrito por Galton et al. (1962).

Todos os tubos foram incubados em condigcbes aerdbicas a 30°C por 60 dias,
procedendo-se a leitura semanalmente, utlizando-se microscépio Jena Zeiss com
condensador de campo escuro seco, com lente objetiva Epiplan 20x/0,20 e de ocular 10
(100X).

4.5.3. Deteccao de DNA de Leptospira spp. utilizando PCR em amostras de urina

Para a deteccdo de DNA de Leptospira spp. foi aplicada a técnica da Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) em pools de urinas de dois ou trés animais dos rebanhos
selecionados, no total de sete pools de ovinos: trés provenientes dos rebanhos exclusivos
de ovinos e quatro dos consordados; e ainda dois pools de dois bovinos das criactes

consorciadas.

45.3.1. Extrac&o de DNA

O método empregado para a extmcdo de DNA foi pela técnica frvura-fenol
(RICHTZENHAIN et al., 2002), onde 200 uL de cada amostra (pool de urina) foi diluida com
400 yL TE (Tris EDTA pH 7,0). Os tubos foram agitados e centrifugados a 13.000 rpm por
30 minutos. Desprezado o sobrenadante, ressuspendeu-se a solugdo em 300 pL TE. Em
seguida, as amostras foram colocadas em banho-maria seco para a fervura em 99°C por 15
minutos. Apds esse periodo, foram adicionados 150 pyL de fenol tamponado. Agitadas as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos. Transferiu-se 300 pL da fase
aquosa para um novo microtubo. Adicionou-se 100 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1). As amostras foram agitadas e centrifugadas novamente a 13.000 rpm por mais 5

minutos. Transferiu-se 200 uL da fase aquosa para novo microtubo. Adicionou-se 40 uL de



acetato de so6dio 2 M. Adicionouse 480 pL de etanol puro. As amostras foram
homogeneizadas por inversao e mantidas a —20°C por pelo menos trés horas. As amostras
foram centrifugadas a 13.000 pm por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante por
inversdo. Adicionou-se 500 pL de etanol 70% em cad tubo. As amostras foram
homogeneizadas por inversao e centrifugadas a 13.000 rpm por 15 minutos. Descartou-se o
sobrenadante por inversdo. As amostras foram secas em aparelho Vacuge® Eppendorf a
45°C por 15 minutos. Adicionou-se 40 yL de TE. As amostras foram incubadas em banho-

maria a 56°C por 15 minutos. As amostras foram estocadas a —20°C.

45.3.2. Reacéo da polimerase em cadeia (PCR)

Para a identificacdo de leptospiras nas amostras de urinas, nas reacoes de PCR
foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores (primers) Lepl e Lep2 (Lep 1: 5 GGC GGC
GCG TCT TAAACA TG 3 elep 2 3 TTC CCC CCA TTG AGC AAG ATT 5") conforme
descrito por Mérien et al. (1992). Os oligonucleotideos iniciadores empregados sdo género
especifico que amplificam fragmentos de 331 pb. Para uma reagéo final de 50uL, foram
adicionados 17,2 uL de agua, 5 uL de tampéao 10 X (500 mM de KCI, 15 mM de MgCl,, 100
mM de TRIS-HCI, pH 9,0), 1,5 yL de MgCl, 50 mM, 8 uL da mistura de dNTPs (200 pM de
cada nucleotideo [dCTP, dATP, dGTP, dTTP ]), 5 uL dos oligonucleotideos iniciadores a 10
pM (Lep 1 e Lep 2), 4 uL de Tag DNA polimerase e 10 yL da amostra de DNA extraido.

As amplificacdes foram realizadas em maquina termocicladora Peltier Thermal Cycle-
200 (MJ Research). Antes do cicb, inicialmente as amostras faam submetidas a
desnaturacdo de 95°C por 5 minutos e a seguir empregados 29 ciclos de amplificagédo
divididos em quatro fases: desnaturacdo a 95°C por 60 segundos, hibridizacédo a 63°C por
90 segundos, extensdo a 72°C por 120 segundos e a extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Como controle positivo para a leptospirose foi utilizado o sorovar Hardjo estirpe
Hardjoprajitino. Para o controle negativo da PCR foi utilizada a mistura da reacdo da PCR,

contendo 10 pL de agua ultra-pura.

45.3.3. Analise do produto amplificado

A andlise do produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de agarose a
2,0% com tampéao de corrida TBE 0,5 X (0,045M TRIS-Borato e 1mM de EDTA, pH 8,0) e



submetido a voltagem constante de 6-7 V/cm. O padrdo de peso molecular empregado foi
de 100 pb. O gel foi corado com brometo de etideo 0,5 uyg/mL e posteriormente fotografado
sob luz ultravioleta (300-320 nm) pelo sistema de foto-documentacdo (Camera Kodak Digital
DC/120 Zoom) e analisado com o software 1D Image Analysis (Kodak Digital Science).

4.6. Exames laboratoriais das amostras ambientais

4.6.1. Cultivo de aguas de superficie e de bebida para Leptospira spp.

As amostras de 4guas de superficie e de bebida foram centrifugadas a 5.000Xg por
15 minutos e uma aliquota dos sobrenadantes foi observada em microscopia de campo
escuro. Um mL do restante foi cultivado como descrito no item 4.5.2.

4.6.2. Cultivo de amostras de solo para Leptospira spp.

Um grama de cada amostra de solo foi suspenso em 5 mL de 4gua destilada estéril e
esta suspensao foi cultivada conforme descrito no item 4.5.2.

4.6.3. Exames de permeabilidade, granulometria, indice de matéria agéanica,
nutrientes e pH de solo.

As amostras de solo foram analisadas no Departamento de Conservacéao do Solo do
Instituto Agrondmico de Campinas, Sao Paulo.

A permeabilidade foi realizada por um permeametro de campo de carga constante
modelo IAC - Instituto Agronémico de Campinas, que permite medi¢cdes no perfil superficial
de qualquer tipo de solo acima do lencgol freatico. As medicdes foram efetuadas em orificios
abertos com trado apropriado de 6,5 cm de didmetro a 10 cm de profundidade (VIEIRA,
1995/1998).

As amostras foram submetidas a analise granulométrica, que inclui matéria organica,

pH, macro e micro nutrientes, segundo Van Raij et al. (1987). A analise granulométrica tem



por objetivo determinar a distribuicdo percentual das particulas priméarias do solo, ou seja, a
textura do solo, onde se verifica a particula predominante de cada pastagem (argila, silte,
areia).

As amostras colhidas a 10 cm de profundidade foram deixadas secando ao ar,
trituradas no pildo e peneiradas para separar a terra fina seca ao ar (TFSA), a fracédo do solo
menor de 2 mm para andlise. Foram entdo utilizados dez gramas do solo em 50 mL de
solucao dispersante (hidréxido de sédio com hexametafosfato de sédio), transferidos para
uma garrafa de Stohmann e colocados no agitador rotatorio de Wieger a 30 rpm durante 16
horas. Esta suspenséao foi colocada em uma proveta calibrada com capacidade de 500 mL
por uma peneira com malha de 0,2 mm, completando-se o volume com agua destilada. O
material retido foi lavado com jato forte de 4gua, seco a 105°C e pesado, sendo considerada
areia grossa. A suspensdo de solo restante determinou a argila e o site. O volume da
proveta foi agitado por 30 segundos, tampado com um émbolo emborrachado e reservado
por quatro horas para a sedimentacéo. Para a fracdo de silte foi introduzida uma pipeta de
10 mL a uma profundidade de 5 cm com succdo continua para evitar turbilhonamento,
transferida para uma capsula de porcelana e seca em estufa entre 105 — 110°C por no
minimo oito horas. Foi repetida como prova em branco a solucdo dispersante. As capsulas
foram resfriadas em dessecacgdo contendo calcio de anidro e pesadas rapidamente em
balanca com precisdo (CAMARGO et al., 1986).

A determinacdo de matéria orgéanica foi realizada pelo método Walkley-Black, que
consiste medir a oxidacdo da matéria orgéanica utilizando um agente oxidante forte, medindo
o calor desprendido (CAMARGO et al., 1986).

Um grama de solo foi dissolvido em 5 mL de solucédo salina e o pH foi medido
empregando-se solugdo de CaCl, que, pelo potencidmetro de vidro e cabomelano, mede a
atividade do ion H* em suspensdes de solo (VAN RAIJ et al., 1987). Os micronutrientes
foram analisados pela solucdo de &cido dietileno-triaminopentacético e trietanolamina
(DTPA-TEA) que consiste observar a quelacido do elemento a determinado pH 7,3 e sua
determinacao por espectofotometria de absor¢do atdbmica (CAMARGO et al., 1986).

4.7. Dados climatoldgicos da regido

Com o intuito de se conhecer as condicbes ambientais de umidade e temperatura
média onde se localizam as prgriedades investigadas, foram compilados os dados
pluviométricos e as variagGes térmicas da cidade de Piedade, representante da regido de
Sorocaba — SP. As medicdes de temperaturas média maxima e média minima foram obtidas



no Centro Integrado de Informacdes Agrometeoroldgicas (CIIAGRO), juntamente com o
indice pluviométrico da Regido de Sorocaba, Estado de Séo Paulo.

4.8. Aplicacdo do questionario epidemioldgico

Nas oito propriedades analisadas foi aplicado um questionario epidemioldgico
(Anexo) que serviu de parametro para o estudo de possiveis fatores de risco associados a
soropositividade para o sorovar Hardjo.

4.10. Tratamento dos dados

As informagBes obtidas com os questionérios foram inseridas em um formulario
eletrdnico elaborado no programa Microsoft Access®. Para o estudo de fatores de risco
associados a soropositividade para o sorovar Hardjo foi realzada uma andlise de
associacdo pelo teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando indicado (ZAR,
1999). Uma propriedade foi considerada positiva para o sorovar Hardjo quando pelo menos
um animal foi soropositivo para esse sorovar. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Para o célculo da soroprevaléncia da leptospirose nos quatro rebanhos selecionados,
foi considerado o niumero de reacdes positivas sobre o total de animais (por espécie) da
propriedade. Foi considerado como o provavel sorovar infectante o mais freqiiente e que
apresentou maior titulo na SAM. Na ocorréncia de empate soroldgico para dois ou mais

sorovares, estes animais foram desconsiderados da analise.



5. RESULTADOS

Pelo perfil sanitario dos rebanhos, estes se apresentaram livres das principais
doencas da reproducdo, como campilobacteriose, micoplasmoses, brucelose, clamidofilose
e Maedi-Visna, mas houve animais reagentes para pestivirus (Virus da Diarréia Viral Bovina
— BVDV), toxoplasmose e neosporose. O exame de OPG revelou infestacdo parasitaria em
7/8 rebanhos investigados (Apéndice).

Dos oito rebanhos analisados para leptospirose, todos apresentaram pelo menos um
animal reagente para os diferentes sorovares, independentemente de consorciados ou

exclusivos de ovinos (Tabela 2).

Tabela 2. Presenca de leptospirose investigada nos rebanho de criacdo exclusiva de
ovino ou consorciada com bovino da regido de Sorocaba. Sdo Paulo, 2008.

Identificacdo condicdo Leptospirose Sorovares

A O 6/7* Pyrogenes (2/6)

Copenhageni (1/3)
B O 3/6 Autumnallis+Castelonis+Javanica (1/3)
Pyrogenes (1/3)

C O 8/11 Autumnalis (7/8)
Javanica (1/2)

D c 213 Hardjo (1/2)

E C 3/6 Hardjo (2/3)

F C 6/6 Hardjo (4/6)

Whitcombi+Sentot (1/3)
G C 3/17 Icterohaemorrhagiae (1/3)
Hardjo (1/3)

Icterohaemorrhagiae (5/8)

H C 8/11 Hardjo + Wolffi (3/8)

* total de reagentes sobre 10% do total de animais do rebanho.



Do total dos animais avaliados, 51,16% (22/43) dos rebanhos consorciados, e
70,83% (17/24) dos exclusivos apresentaram soropositividade. A presenca de aglutininas
contra leptospiras relacionadas ao tipo de criagdo dos rebanhos ou quanto ao numero total
de animais dos rebanhos ndo apresentou significancia estatistica (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia de rebanhos e de animais reagentes para Leptospira spp. em
condi¢Oes criatérias exclusivas de ovinos e consorciadas com bovinos da regido de
Sorocaba. Sdo Paulo, 2008.

Condicao Rebanhos  Animais

_ 22/43
Consorciadas 5/5
(51,16%)
, 17/24
Exclusivas 3/3
(70,83%)
P 0,191

Os resultados da tabela 4 referem-se a andlise das respostas dos questionarios
aplicados aos oito rebanhos e as condicdes ambientais das propriedades com vistas a
exposicdo aos possiveis fatores de risco para a infec¢cdo pela Leptospira spp. sorovar
Hardjo. Quando avaliado o total de rebanhos em condi¢fes criatdrias exclusivas frente aos
consorciados com bovinos, o fator com alta significAncia para o aparecimento do sorovar
Hardjo foi a condig&o consorciada do rebanho (p= 0,018). Quando avaliado o total de ovinos
em condicdes criatérias exclusivas frente aos ovinos consorciados com bovinos, o risco
associado a consorciacdo das espécies foi significante para a presenca deste sorovar
(p=0,005). Os demais fatores analisados ndo mostraram significancia estatistica.



Tabela 4. Fatores de risco associados a presenca de animais sororeagentes para o sorovar Hardjo para os oito rebanhos, entre

criacado exclusiva de ovino ou consorciados com bovino da regido de Sorocaba. Séo Paulo, 2008.

Propriedades Animais
Fatores Positivas Negativas p Positivos Negativos p
N % N % N % N %

Rebanho consorciado

Nao 0 0,0 3 100,0 0 0,0 24 42,9

Sim 5 100,0 0 0,0 0,018 11 100,0 32 57,1 0,005’
Manejo

Semi-intensivo 2 40,0 2 66,7 5 45,5 25 44,6

Extensivo 3 60,0 1 33,3 1,000 6 545 31 55,4 1,000
Atividade principal

Ovinocultura 1 20,0 2 66,7 2 18,2 21 37,5

Outras 4 80,0 1 33,3 0,464 9 818 35 62,5 0,307
Acesso a aguadas

Nao 1 20,0 2 66,7 1 9,1 20 35,7

Sim 4 80,0 1 33,3 0,464 10 90,9 36 64,3 0,152
Presenca de roedores e animais
silvestres

Nao 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Sim 5 100,0 3 100,0 11 100,0 56 100,0
Existéncia de rebanhos vizinhos

Nao 2 40,0 2 66,7 2 18,2 31 55,4

Sim 3 60,0 1 33,3 1,000 9 818 25 44,6 0,050
Compra de animais

Nao 1 20,0 2 66,7 3 273 25 44,6

Sim 4 80,0 1 33,3 0,464 8 72,7 31 55,4 0,337

* significante (p < 0,05).



Tabela 4. Continuacdo

Propriedades Animais
Fatores Positivas Negativas P Positivos Negativos p
N % N % N % N %

Vermifugagdo
N&o 0 00 0 00 0 00 0 00
Sim 5 1000 3 1000 111000 56 1000
Exames de rotina
N&o 3 600 2 66,7 T 636 26 464
Sim 2 400 1 33 1000 4 364 0 536 0475
Quarentena na entrada
N&o 2 400 1 333 3 23 13 232
Sim 3 600 2 667 1000 8§ 727 83 768 0716
Viacinacdo (qualquer vacina)
N&o 0 00 1 333 0 00 T 125
Sim 5 1000 2 667 0375 11 1000 19 875 0589
Ocorréneia e problemas reprodutivos
N&o 0 00 1 333 0 00 T 125
Sim 5 1000 2 667 0375 11 1000 19 875 0589
Desratizacdo
N&o 2 400 3 1000 5 b5 28 500
Sim 3 600 0 00 01% 6 545 28 50 097




O sorovar Hardjo foi pouco freqiente na maioria dos rebanhos, no entanto, os
rebanhos F e H foram selecionados para o cultivo de leptospiras, uma vez que sua presenga
esta relacionada ao contato com bovinos. Uma vez que a presenca de animais reagentes ao
sorovar Hardjo ndo foi detectada em rebanhos exclusivos de ovino, os rebanhos A e C
foram selecionados pela ocorréncia de animais reagentes para Leptospira spp., mas
sobretudo pela presenca marcante de fatores de risco a infeccdo por leptospiras, tais como
0S manejos zootécnico e sanitario e condicdes ambientais.

Os resultados da soroprevalénda de leptospirose nos rebanhos selecionados
encontram-se na Tabela 5. Nota-se nesta tabela que o nimero de reagentes dos rebanhos
A e C observados na Tabela 2, foi inferior ao obtido na segunda avaliacao sorolégica. Este
fato ocorreu em virtude da substituicAo de animais do rebanho original e a aquisicdo de

novos animais pelo proprietario.



Tabela 5. Soroprevaléncia para leptospirose nos rebanhos A, C, F e H da regido de

Sorocaba. Sado Paulo, 2008.

Total de  Reagentes/

- N . Animais Total Sororeagentes
Identificacdo Condicéao por Examinado Sorovar Prevalente para Hardjo
Espécie (%)
A O] Ovinos 91  1/91 (1,1%) Pyrogenes (1/1) -
C ©) Ovinos 37 6/37 (16,2%) Autumnalis (5/6) -
_ (zogféﬁ/o). 1/3 bovinos
. c Bovinos 14 227270 Hardjo ou Hardjo e 5/6 ovinos
Ovinos 30 3/14 bovinos Wolffi (6/9)
6/30 ovinos
21/83
. 04): .
H C BOVII‘IOS 03 (25’3A)) |Cter0haemorrhag|ae 1/3 bOVIﬂOS
Ovinos 80  1/3 bovinos (8/21) 3/20 ovinos

20/80 ovinos

O - Criacéo exclusiva de Ovinos; C - Criacédo consorciada bovinos e ovinos

Do total de urinas (29) aultivadas para isolamento de Leptospira spp. nenhuma

apresentou crescimento para este agente.

De 105 cultivos das amostras de agua de superficie, um foi isolado Leptospira spp.

(Tabela 6) da propriedade F, com crescimento em EMJH e formacéo do anel de Dinger em

meio Fletcher e confirmado pela PCR (Figura 1). O isolado fd encaminhado para o

Departamento de Bacteriologia da Fundacdo Osvaldo Cruz-Rio de Janeiro (FIOCRUZ) para

identificagdo por meio de soroaglutinacdo microscopica com 25 soros hiper-imunes padrées.

Os resultados apontaram reacdes inespecificas para os sorogrupos Australis, Djasiman,

Shermani, Autumnalis e Ballum com titulos inferiores a 400 BALASSIANO, informacgéo

pessoal)®.

* llana Teruszkin Balassiano - Laboratério de Referéncia Nacional para Leptospirose (WHO
Collaborating Center for Leptospirosis) Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. Comunicacdo pessoal,

novembro, 2008.



Tabela 6. Cultivos de amostras ambientais (dguas de superfide e solo) das
propriedades A, C, F e H da regido de Sorocaba. Sado Paulo, 2008.

Repique Repique
Propriedade Material  Local F ATB ~cP9Y® po p1 D2 em
ATB
Fletcher
. bebedouro N N N N N N
A agua

varzea N N N N N N
solo varzea N N N N N N
sgua poco N N N N N N
C lago N N N N N N

solo lago 1 N N N S N N N

lago 2 N N N S N N N
aguadal N N N N N N

dgua aguada2 S N N N N N P
F aguada3 N N N N N N
poco N N N N N N
solo aguadal C N N N N N
aguada2 N N N N N N
agua aguadal N N N N N N
H aguadal N N N N N N
solo aguada2 N N N N N N
aguada3 C N N N N N

F: filtrado; ATB: meio EMJH com antibiético; Repique ATB: passagem de uma aliquota do tubo ATB
24 horas depois do cultivo em meio EMJH sem antibiotico; D: diluicbes (0-puro, 1 e 2); N: negativo; C:
contaminado; S: suspeito; P: positivo.

Dos nove pools de urinas dos rebanhos A, C, F e H analisados por PCR, confirmou-
se a presenca de DNA de Leptospira spp. apenas no pool de urinas de ovinos da
propriedade H, onde se observou banda com 331 pb para Leptospira spp. Nenhum pool de
amostras de urina dos bovinos das propriedades apresentou formacgédo de banda na PCR.



A amostra de numero 2 da figura 1 corresponde ao isolado de aguas de superficie da
propriedade F, confirmando tratar-se de uma estirpe de Leptospira spp.

(1) padréo molecular (100 bp);
(2) isolado de 4gua de superficie;
(3) controle positivo de Leptospira
spp.sorovar Hardjo;
331pb (4) controle negativo.

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose da estirpe isolada de 4guas de superficie da
propriedade F. S&o Paulo, 2008

As observagbes climaticas referiam-se a cidade de Piedade — SP, como
representante da regido de Sorocaba. O indice pluviométrico médio, temperaturas maxima e

minima dos meses encontram-se na Tabela 7.



Tabela 7. Observag@es térmo-pluviométricas da cidade de Piedade — SP. S&o Paulo,
2008.

MES/ANO PLUVIOMETRIA TEMPERATURA

CHUVA (mm) MEDIA MAXIMA MEDIA MINIMA

JANEIRO/07 205,0 27,0 18,2
FEVEREIRO/07 92,0 29,3 18,0
MARCO/07 57,8 30,3 17,5
ABRIL/O7 19,0 26,8 17,3
MAIO/07 63,7 21,8 12,1
JUNHO/07 28,0 25,3 10,2
JULHO/07 164,0 21,6 9,7

AGOSTO/07* 0 15 11,55
SETEMBRO/07 12 27,9 14,12
OUTUBRO/07 65 26,35 15,5
NOVEMBRO/07 110 25,3 15,4
DEZEMBRO/07 245,1 27,3 16,5
JANEIRO/08 190 25,11 17,06
FEVEREIRO/08** 50,4 26,9 16,8
MARCO/08 156,4 26,8 16,8
ABRIL/08*** 85,5 23,4 15,3
MAIO/08 93,0 21,3 11,2
JUNHO/O8 60,0 21,7 11,5
JULHO/08 0,0 24,3 9,1

AGOSTO/08 66,0 23,3 12,4
SETEMBRO/08*** 64,0 22,3 12,3

Fonte: www.ciiagro.sp.gov.br, acesso agosto de 2008.

* colheita da amostragem sorolégica dos oito rebanhos

** colheita soroldgica do total de animais adultos para estudo de prevaléncia;

***colheita de amostras de solo e aguas no més de abril e analise da permeabilidade nas pastagens
das propriedades.



A tabela 8 apresenta os valores de pH das aguas de superficie das propriedades A,
C,FeH.

Tabela 8. Valores de pH de aguas superficie colhidas nas propriedades A, C, F e H da
regido de Sorocaba. Sdo Paulo, 2008.

Propriedade Ponto da analise pH
A Varzea 7,0
Bebedouro 7,0

Lago 1 4,0

C Lago 2 4,0
Lago 3 4,0

Aguada 1 6,0

F Aguada 2 6,0
Aguada 3 6,0

Aguada 1 6,0

H Aguada 2 6,0

Aguada 3 6,0




Tabela 9. Anélise do indice de matéria organica, nutrientes e pH do solo nas
propriedades A, C, F e Hda regido de Sorocaba. Sdo Paulo, 2008.

DETERMINACOES Ag"EO g’g'fgs
Sigla Descricéo Unidade A c1+ C2* F H
M.O. Matéria organica g/dm® 39 35 38 63 24
pH Solugéo CacCl, 4,8 4,5 4,7 5,9 6,8
Vv Saturacéo de bases % 62 38 49 90 96
Fosforo resina mg/dm?® 14 5 7 691 9
K Potassio mmol/dm®* 3,1 20 3,7 5,9 2,3
Ca Célcio mmol/dm® 47 21 39 144 152
Mg Magnésio mmol/dm® 7 6 12 27 86
Na Sodio mmol/dm®
Al Aluminio mmol/dm®
H+Al Ac. potencial mmol/dm® 34 47 47 20 10
S.B. Soma bases mmol/dm® 57,1 29,0 457 176,9 250,3
cTC Capacgja"’;%engz Troca  molydm® 914 760 927 1971  260,0
S Enxofre mg/dm?®
Boro mg/dm?® 0,20 0,22 0,25 0,45 0,07
Cu Cobre mg/dm?® 07 11 1.2 8,4 2,0
Fé Ferro mg/dm?® 82 85 109 79 16
Mn Manganés mg/dm?® 134 46 34 307 28,7
Zn Zinco mg/dm?® 2,3 0,6 1,0 17,0 0,6

* na propriedade C foram realizadas duas colheitas em virtude da propriedade disponibilizar
dois pastos para o rebanho.

Nas propriedades foi medida a permeabilidade (infiltragcdes) no més de abril/2008,
considerada época chuvosa e em setembro/2008, considerada estiagem, conforme estédo
dispostas na tabela 10. A analise granulométrica das propriedades encontra-se na tabela 11,
onde se mostra a textura de cada solo das propriedades.



Tabela 10. indices de infiltracdo (permeabilidade) no solo das propriedades selecionadas na época das chuvas (abril) e da estiagem
(setembro). Séo Paulo, 2008.

Proprie- - Infiltracdo Infiltracdo Infiltragcdo Infiltracdo Infiltracdo Infiltragcdo Infiltracdo Infiltracéo Média
dade Epoca  Local 1 2 3 4 5 6 7 8 (mm/ora) °F  CV
abril Pasto 30,07 45,11 37,59 45,11 67,66 45,11 30,07 45,11 43,23 11,89 27,50
A
setembro 39 07 45,11 37,59 45,11 67,66 NR NR NR NR 45,11 14,06 31,18
abril 60,14 34,58 60,14 60,14 52,62 NR NR NR 53,52 11,08 20,70
Pasto
c1
setembro 1143 421 45,11 300,7 15,04 NR NR NR 384,97 456,99 118,71
C
abril Praca 160,9 105,2 67,66 75,18 52,62 NR NR NR 92,31 42,86 46,43
central
setembro c2 18,79 300,7 601,4 240,6 1022 NR NR NR 436,70 387,72 88,78
abril Pasto 60,14 75,18 75,18 75,18 NR NR NR NR 71,42 7,52 10,53
F —— gramado
setembro 120,3 37,59 8,42 37,59 30,07 NR NR NR 46,79 42,79 91,45
abril Pasto 30,07 15,04 30,07 30,07 15,04 NR NR NR 24,06 8,23 34,22
H ———— gramado

setembro 37,59 30,07 22,55 45,11 30,07 NR NR NR 33,08 8,57 2592




Tabela 11. Andlise granulométrica das amostras de solo das propriedades e seu tipo predominante de textura do solo. Séo Paulo,
2008,

Areia (%)

. . . Areia

Argila ~ Silte (%) Aeia Ar9|a Areia Areia Are|a muito
fotal muito o fina \ I
dentifcacio (9 0,053- 20-  gossa 0Sse média 0210 fina  Classificacéo
: <0002 0002 g 100-050 050- 0,105- textural

0053 200-1,00 0,105
mm mm mm 0210 mm 0,053,
mm mm mm o

Franco-

PropiedadeA 214 211 574 120 W04 B1 B8 62 argloarenosa

Propriedade C- 56 104 B9 23 95 21 1426 Argla
amostra |
Propriedade C- 51 131 B9 26 72 B6 3 3 Argila
amostra 2

| Franco-
Propiedade F -~ 218 191 891 79 uo a5 Uy 39 agioarenos

PropiedadeH 243 53 204 30 36 39 6,8 31 Francossitosa




Pela andlise granulométrica observou-se que na propriedade A, a textura de solo é
franco argilo-arenosa (transi¢do entre argila e areia). As duas amostras colhidas da propriedade
C apresentaram textura do tipo argila. A propriedade F possui solo do tipo franco argilo-
arenosa, semelhante ao da propriedade A. A propriedade H possui solo com textura do tipo
franco-siltosa.



6. DISCUSSAO

Dentre as principais enfermidades reprodutivas que impactam os indices produtivos na
ovinocultura destacam-se a brucelose, clamidofilose, campilobacteriose, micoplasmoses e
Maedi-Visna, as quais estavam ausentes nas criagdes investigadas e, portanto, sem interferir
nas taxas de nascimento dos animais, conforme obtido em reposta aos questionarios. Neospora
e pestivirus estavam presentes em rebanhos consorciados do que em exclusivos de ovinos.
Toxoplasmose, assim como a leptospirose estava presente em todas as condic¢des criatérias. O
exame de OPG revelou infestacdo parasitaria em 7/8 rebanhos investigados (Apéndice),
mesmo diante do uso da vermifugacgéo relatada na maioria das propriedades. Isto indica que
animais podem estar suscetiveis a outras infec¢fes, quando seu indice para OPG esta acima
de 500, onde a vermifugacéo se faz obrigatéria (UENO e GONCALVES, 1998).

Entretanto, a presenca da leptospirose em 100% (8/8) dos rebanhos (Tabela 2) poderia
acarretar perdas por abortamento e/ou infertiidade de acordo com o sorovar prevalente. Em
rebanhos bovinos com prevaléncia para Hardjo, independente da aptiddo, os sinais clinicos sdo
abortamentos, natimortos e nascimento de animais fracos (ELLIS, 1984; DHALIWAL et al. 1996
a e b) os quais ndo foram relatados nos rebanhos investigados.

Pela tabela 3 verifica-se que no total de animais examinados houve elevada freqiéncia
de reagentes para Leptospira spp., 51,16% (22/43) em bovinos e ovinos consorciados e 70,83%
(17/24) em ovinos (p=0,191). A amostragem realizada nos rebanhos apontou o sorovar Hardjo
como o mais frequente, 5/8 rebanhos apresentavam pelo menos um animal sororeagente para
este sorovar (Tabela 2) sendo, entretanto todos eles consordados com bovinos. Na
amostragem dos rebanhos exclusvos de ovinos, observou-se que nenhum animal foi
sororeagente para o sorovar Hardjo, sugerindo que a presenca deste sorovar estava
condicionada a consorciagdo com bovinos (Tabela 4). Gregory et al., (2007) em inquérito
soroldgico realizado na mesma regido, nas cidades de Itu, Piedade e Ibilna verificaram que
4,9% (8/161) fémeas ovinas originarias de sete rebanhos apresentaram reagdo cruzada Hardjo—
Wolffi como prevalente, ndo sendo citada a consorciagdo com bovinos.

Analisando-se o principal fator de risco para o aparecimento do sorovar Hardjo, observa-
se com significancia estatistica (p< 0,05) o fato de ovinos estarem consorciados com bovinos,
tanto se considerando o total de rebanhos (p=0,0018) quanto o total de animais (p=0,005)
(Tabela 4). Quando a freqiéncia de reagentes para sorovar Hardjo em ovinos consorciados

com bovinos foi comparada a ovinos criados de maneira exclusiva, esta diferenga foi



significante, uma vez que nenhum ovino nesta condicdo apresentou—se reagente, o que
comprova que bovinos sdo os principais mantenedores do sorovar Hardjo e transmissores deste
agente para outras espécies, principalmente ovinos que compartilham o pastejo.

Numa tentativa de se comprovar tal afirmagdo, os rebanhos A, C, F e H foram
selecionados visando a identificacdo de estirpes circulantes nas duas condicdes criatérias, por
meio do estudo de prevaléncia, testando—se sorologicamente a totalidade dos animais adultos
(Tabela 5) e do cultivo de urina para isolamento de leptospiras. Verificou-se que realmente a
presenca do sorovar Hardjo estava diretamente envolvido com o pastejo consorciado com
bovinos, independentemente da existéncia de outros fatores de risco a infec¢édo por leptospiras,
tais como 0s manejos zootécnico e sanitario e as condigdes ambientais (Tabela 4). Ellis (1984)
considera que o aparecimento do sorovar Hardjo ocorre independentemente de periodos de
chuvas, o que confirma as observagfes deste trabalho. Pritchard et al. (1989) mostraram por
meio de sorologia diagndstica, que entre outros fatores de risco, a probabilidade de infeccao de
bovinos pelo sorovar Hardjo estava aumentada diante do acesso a rios, mananciais, pastagens
consorciadas com ovinos. Bennet (1991), por meio de questionarios, obtiveram correlacao
significante (p<0,01) quanto a presenca de leptospirose pelo sorovar Hardjo apenas em
rebanhos leiteiros que tinha acesso a rios e mananciais de 4guas, sendo os demais fatores
muito pouco significantes.

Cousins e Robertson (1986 apud Cousins et al., 1989)° relataram elevada prevaléncia
de sorovar Hardjo em ovinos que ndo haviam tido contato prévio com bovinos, e que
apresentavam leptospirdria por até onze meses pos infeccao, o que sugeria a transmissao ativa
entre ovinos, apontando esta espécie também como mantenedora do sorovar Hardjo. Gerritsen,
Koopmans e Olyhoek (1994b) indicaram o ovino como reservatério do sorovar Hardjo para os
bovinos, baseados na capacidade de transmissdo de ovinos para bezerros. No entanto, os
ovinos transmissores de Hardjo eram oriundos de rebanhos de bovinos leiteiros, que tiveram
histérico de infecgdo por Hardjo (Hardjobovis). No presente estudo observou-se o contrario, nos
rebanhos consorciados, 0s bovinos seriam os transmissores para ovinos. Esta afirmacao é
comprovada pela presenca de Hardjo exclusivamente nessas condicdes.

Este dado é de grande importancia, pois o sorovar Hardjo € o prevalente nos rebanhos
bovinos brasileiros, o que justificaria a sua presenca nos rebanhos ovinos consorciados por
conta da criagdo mista.

Além do sorovar Hardjo ou a reacdo cruzada com Wolffi, presentes no rebanho
consorciado F em 66,67% (6/9) dos animais, no rebanho H o sorovar Icterohaemorrhagiae foi

® COUSINS, D.V.; ROBERTSON, G.M. Australian Veterinary Journal, v. 63, p. 36, 1986.



identificado pela SAM em 38,10% (8/21) dos animais; mas ainda assim houve a presenca de
Hardjo em quatro animais do total de reagentes.

Herrmann et al. (2004) observaram em ovinos do Rio Grande do Sul, 34,26%
(466/1.360) foram regentes para Leptospira spp., onde o sorovar Hardjo foi prevalente em 210
(28,4%), suspeitando do convivio com bovinos pela alimentac¢do de cordeiros com leite de vaca
ou compartilhando as mesmas pastagens, semelhante ao verificado nos rebanhos D, E, F, G e
H consorciados.

Deve-se considerar que, quanto ao fato de Leptospira spp. sorovar Hardjo ter sido
identificada nos rebanhos consorciados, a reacdo ocorreu apenas frente a gemonoespécie
Hardjoprajitno, com reacgdes cruzadas com Wolffi, sendo no entanto, negativas para Hardjobovis
e Guaricura, ambas pertencentes ao sorogrupo Sejroe. Embora as estirpes Hardjoprajitno,
Hardjobovis, Wolffi e Guaricura estivessem presentes na colecado de antigenos utilizados na
SAM, ndo exclui a presenca destas leptospiras, uma vez que ndo houve isolamento e
identificacdo das amostras de urinas investigadas. O pool de urina de ovinos do rebanho H
analisado pela PCR identificou a presenca de DNA relativo ao género Leptospira, mas ndo sua
espécie, sorovar ou mesmo genotipo.

O isolado de aguas de superficie da propriedade F resultou numa reacao inconclusiva
entre os sorogrupos Australis, Djasiman, Shermani, Autumnalis e Ballum com titulos inferiores a
400. Encontra-se em curso a classificagcdo fenotipica e genotipica pela Fiocruz—RJ, o que é de
fundamental importancia para o estabelecimento da estirpe circulante nos rebanhos avaliados.

No presente estudo, a distribuicdo da Leptospira spp. sorovar Hardjo parece ser
independente das diferentes condigbes de manejo de cada propriedade, do tipo de exploracdo
do rebanho e das praticas de reproducao, diferentemente do que citam Prescott et al. (1988),
gue apontam os rebanhos de exploracdo de corte como mais suscetiveis ao sorovar Hardjo do
que os rebanhos leiteiros, possivelmente relacionada as diferencas de manejo.

Nota-se que nos rebanhos exclusivos de ovinos varios sorovares foram identificados
pela SAM, alguns com empate em frequéncia e magnitude de titulo (Tabela 2), dificultando o
estabelecimento do provavel infectante. Analisando-se o perfil sorolégico para os sorovares de
Leptospira spp. (Tabelas 2 e 5) dos oito rebanhos trabalhados, denota-se que o sorovar Hardjo
apresenta—se permeando os animais, e como afirmado anteriormente, dependente da presenca
de bovinos, enquanto que os demais sorovares parecem dependentes das exposicoes
acidentais relativas as condi¢cdes ambientais e criatérias. Verifica-se que 23,53% (4/17) bovinos
dos rebanhos consorciados apresentavam titulos sorolégicos para Leptospira spp.



O sorovar Icterohaemorrhagiae foi o prevalente na propriedade H, sendo este sorovar
mantido por roedores, o risco de exposi¢do é semelhante para ovinos e bovinos. Favero et al.
(2002), no estado de S&o Paulo, identificaram o sorovar Icterohaemorrhagiae como o mais
provavel em 0,70% (2/284) ovinos positivos e discutem o envdvimento de roedores
sinantrépicos nas criagcdes de ovinos.

Nos levantamentos soroldgicos de leptospirose em ovinos, Santa Rosa e Pestana de
Castro (1963) identificaram o sorovar Canicola em 34% (136/400) dos ovinos positivos, 0 mais
frequente nos rebanhos de diferentes municipios do estado de Sdo Paulo. Na Bahia, Viegas et
al. (1980) encontraram predominancia do sorovar Autumnalis e Viegas (1985) do sorovar
Javanica, o que caracterizaria distribuicdo regional. No Rio Grande do Sul 20,5% (9/44) dos
ovinos foram reagentes para Autunmalis (SILVA et al., 2007). Depreende-se que 0s ovinos
apresentam resultados sorolégicos dependentes de vérios fatares, inclusive variacdes
regionais, climaticas como temperatura e indices pluviométricos.

Pela tabela 7 pode—se notar que na regido de Sorocaba, as temperaturas variaram entre
9,1°C-18,2°C (15,3°C), minima, e 15°C-30,30°C (25,3°C) para maxima, mostrando-se uma
regido onde as temperaturas ndo atingem niveis extremos de frio ou calor. Henry e Jonhson
(1978) monitoraram o isolamento de leptospiras de um lago nos Estados Unidos em duas
épocas distintas, verdo (junho a setembro) e inverno (dezembro), e constataram que no lago,
1/12 amostras foram positivas no inverno, enquanto que 83/126 dos isolamentos ocorreram no
verdo. Deve-se, entretanto, considerar que naquele pais as variagfes témicas sdo muito
distintas no verao e inverno e, portanto, com resultados diferentes.

Alves et al. (1996) investigando a presenca de aglutininas anti-leptospiras em soros
caprinos de rebanhos distribuidos em quatro microregifes da Paraiba, de clima semi-arido e
tropical chuvoso, verificaram significAncia estatistica no nimero de reatores nesta Ultima
microregido, onde o indice pluviométrico atingiu niveis acima de 500 mm. O mesmo foi
observado por Carpio et al. (2000), em alpacas do Peru que apresentaram maior
soroprevaléncia em épocas de chuvas em relacdo a época de seca. Mineiro et al. (2007)
destacaram que, na soroprevaléncia estudada em bovinos no estado do Piaui, havia correlagédo
positiva para a pluviometria, ndo ocorrendo o0 mesmo em rela¢éo as temperaturas na regiéo.

A interferéncia da umidade e, portanto, relativa ao indice pluviométrico, deve ser
analisada em relacdo as datas das colheitas soroldgicas. A primeira colheita sorolégica, relativa
a amostragem inicial dos rebanhos, ocorreu entre os dias 1 e 2 de agosto/07 e portanto diante
do acumulado de chuvas de 164 mm ou de um periodo de chuvas nos ultimos trés meses de
255,7 mm. As colheitas para estudo de soroprevaléncia ocorreram em 28 de fevereiro; 06, 10 e



18 de margo/07 resultando no acumulado de 206,8 mm. No decorer destas colheitas,
caracterizou-se clima quente Umido bastante semelhantes e, portanto propicio para a
manutenc¢édo do foco de leptospirose.

Por outro lado, a manutencéo do teor de umidade do solo depende diretamente da
granulometria e consequientemente, da permeabilidade as aguas das chuvas; ou seja, o fluxo
de passagem da agua relaciona-se com a textura e a composicao do solo. O fluxo de 4gua das
pastagens das propriedades foi medido em duas épocas (Tabela 10), nos meses de abril e
setembro de 2008. Comparando-se os dados das infiltragbes, nota-se diferenca apenas na
propriedade C, onde a permeabilidade foi maior em setembro devido ao solo estar mais seco
em virtude do menor indice pluviométrico precedente a analise e com presenca de rachaduras
que ndo devem existir quando este esta umido (VIEIRA, informacéo pessoal)® (Tabela 7).

O tipo de solo de toda a regiado de Sorocaba classifica-se como argilossolo, que contém
uma camada superficial de argila iluvial. Estes solos estao presentes em area montanhosas na
maior parte dos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e leste de S&o Paulo,
(LEPSCH, 2002) regido onde estédo situadas as propriedades estudadas.

Pela analise granulométrica dos solos (Tabela 11), observou-se que as propriedades A e
F possuem textura do tipo franco-argilosa, a propriedade H do tipo franco-siltosa enquanto a
propriedade C do tipo argilosa. Nestas estruturas de composicdo mista, todas seriam
condizentes com a condi¢do Umida e necessaria a manutencao de leptospiras, dependentes,
portanto da interacdo de todas as condicbes ambientais e da concentracdo deste agente
excretado pela urina dos animais infectados. Solos com orificios menores, como 0s solos
argilosos, possuem menor permeabilidade, porém apresentam maior retengcdo de agua; solos
com orificios maiores, como os solos formados por areia, possuem maior permeabilidade, mas
n&o permitem maior retencéo de agua (VIEIRA e CHIBA, informacéo pessoal)’.

Assim sendo, leptospiras sdo microrganismos dependentes do conjunto de fatores
ambientais, mas principalmente do teor de umidade para a sobrevivéncia, o qual favorece sua
manutenc¢do e propicia o isolamento a partir de aguas de superficie e solo, que deverdo ainda
conter nutrientes em pH adequado para a sua multiplicacdo e conseqiiente perpetuacdo do
ciclo de transmisséo diante do susceptivel.

Leptospiras excretadas pela urina ou outros materiais clinicos podem sobreviver por
longos periodos em solo e 4gua, na dependéncia de umidade, pH e matéria organica (FAINE et
al., 1999). Aguas e solos com pH &cido apresentam baixa probabilidade de isolamento de

®Dr. Sidney Rosa Vieira, Instituto Agronémico de Campinas, comunicacdo pessoal, dezembro de 2008.
" Dr. Sidney Rosa Vieira e Dr. Marcio Chiba, Instituto Agronémico de Campinas, comunicacéo pessoal,
agosto de 2008.



leptospiras. Na tabela 8 observa-se que as propriedades A, F e H apresentaram pH das aguas
de superficie dentro da faixa de sobrevivéncia de leptospiras, enquanto que na propriedade C,
os pontos de analise de pH tiveram média de 4,0 sendo considerado um meio muito acido e
improvavel para sobrevivéncia do agente. A analise do pH da suspensédo de solo em parte foi
semelhante & da agua de superficie correspondente em cada propriedade, com excecao da
propriedade A cujo indice de acidez médio estava abaixo do encontrado em suas amostras de
agua (Tabela 9). Gordon Smith e Turner (1961) analisaram o tempo e a sobrevivéncia de
leptospiras em diferentes condi¢des de pH (5,3 a 8,0). Estes microrganismos sobreviveram de
10 a 117 dias em pH abaixo de 7,0 e de 21 a 152 dias em pH acima de 7,0; mesmo em pH 5,3,
foram capazes de sobreviver por pelo menos dez dias.

O solo é o receptaculo final de matéria organica composta de residuos de origem
vegetal, animal e dos produtos das transformagfes desses e &nda composto por
microorganismos e outros agentes. Variagfes da quantidade depositada no solo dependem do
tipo de vegetacdo e das condi¢gdes edafocliméaticas. Além de conter grandes quantidades de
carbono, nutrientes e energia, existe ainda o habitat com abundante fauna, que possui dinadmica
populacional propria e a comunidade microbiana heterotréfica (FAINE et al., 1999; MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002). Este resto orgénico torna-se o humus, a parte mais estavel da matéria
organica, que na sua forma desintegrada atinge o estado coloidal. A decomposicdo de restos
organicos melhora as caracteristicas fisicas do solo, notadamente a permeabilidade, a
porosidade e a retenc@o de 4gua. O himus é um dos componentes de maior importancia na
superficie do solo, onde a atividade biol6égica € mais intensa (LEPSCH, 2002; OLIVEIRA, 2005).

Na propriedade F (Tabela 9), onde ocorreu o isolado da agua de superficie junto ao solo,
a quantidade de matéria organica foi superior as demais propriedades (63 g/dm?). Embora
informagdes qualitativas desta matéria organica nao tenham sido avaliadas, pode-se inferir que
nesta propriedade, o local de pastoreio, pudesse favorecer ou permitir a sobrevivéncia deste
microrganismo. A presenca de nutrientes importantes para o desenvolvimento de leptospiras
como vitaminas B1 e B12, fosfatos, célcio, magnésio, ferro, cobre e sulfatos, os quais sdo
adicionados ao meio de cultivo (FAINE et al., 1999) poderiam ser determinantes para a sua
manutenc¢&o em solo e aguas de superficie.

Ferro, manganés e zinco sdo menos disponiveis em valores de pH acima de 7,0. Ferro,
aluminio e manganés atingem niveis téxicos em valores de pH menores que 5,0. Fosforo é
menos disponivel em valores altos ou baixos de pH (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Sendo o
ferro um micronutriente importante para os organismos, a presenca ou auséncia deste nutriente

para leptospiras pode determinar a sua sobrevivéncia no meio. Leptospiras causam hemdlise



para disponibilizar ferro em situa¢gfes onde ha deficiéncia (SRITHARAN e ASUTHKAR, 2004).
Comparando com os valores demonstrados na tabela 9, pode-se observar que héa disposicao de
Ferro nos solos das propriedades A, C e F, favorecendo a permanéncia de leptospiras, porém
ndo muito na H, pelo seu baixo indice.

O diagnéstico da leptospirose ndo é uma tarefa facil e se baseia, principalmente, nos
exames laboratoriais onde o isolamento e identificacdo se consttuem no diagndstico
confirmatério. Contudo, o isolamento necessita da viabilidade do agente, de boa colheita e
conservagdo de amostras e minima interferéncia de contaminantes.

Da propriedade F foi possivel se obter o isolamento de Leptospira spp. (Figura 1) de
aguadas que serviam de bebida aos ovinos e bovinos que utilizavam o mesmo pasto. Apesar
das amostras de solo das varias propriedades terem sido colhidas préoximas das colecdes de
aguas, ndo houve o isolamento de Leptospira spp.

A aplicacdo da PCR foi uma ferramenta importantissima para a confirmacao do isolado.
Esta técnica € empregada com éxito a partir de qualquer material clinico e permite identificar
especificamente o DNA de agentes microbianos, com elevada sensibilidade em curto tempo.
Para a leptospirose, esta técnica é um instrumento fundamental quando o isolamento pode
estar dificultado, principalmente na auséncia de viabilidade (GENOVEZ, 2006a).

Embora a técnica da PCR detede quantidades diminutas de DNA, seu limiar de
deteccdo € fator limitante para a confiabilidade dos resultados (MAGAJEVISK, GIRIO,
MEIRELLES, 2007; PIATTI, 2008, informacé&o pessoals).

A PCR tem sido largamente utilizada em muitos trabalhos para evidenciar a presenca de
leptospiras a partir de varios materiais clinicos: amostra de urina (VAN EYS et al.,, 1989;
MERIEN et al., 1992; SMYTHE et al., 2002), sémen (HEINEMANN et al., 2000; GOTTI, 2007;
LILENBAUM et al, 2008), materiais fetais (LANGONI et al., 1999; RICHTZENHAIN et al., 2002;
MAGAJEVISK, GIRIO, MEIRELLES, 2007), e 6rgaos (SILVA et al., 2007).

Da mesma forma, a PCR foi importante na deteccdo de DNA do pool de amostras de
trés urinas de ovinos da propriedade H, confirmando a circulagdo deste agente nesta espécie.
Analisando-se as respostas sorolégicas deste rebanho verifica-se que 1/3 bovinos foi reagente
para Leptospira spp., especificamente para os sorovares Hardjo (100) e Shermani (400). Dos
80 ovinos, 20 foram reagentes para Leptospira spp., com prevaléncia para Icterohaemorragiae
(Tabela 5) sendo que apenas trés o foram para o sorovar Hardjo. Esta aparente divergéncia
entre a circulacdo dos agentes pode ser imputada a pelo mencs trés fatores: a) maior

® Dra. Rosa Maria Piatti, Instituto Biolégico, comunicagéo pessoal. S&o Paulo, 2008.



freqiéncia de reagentes entre 0s ovinos e excretores de leptospiras, ndo apenas do sorovar
Hardjo, propiciando a maior sensibilidade de detecgéo; b) a diluicdo das leptospiras no pool de
urinas dos bovinos constituido de apenas um reagente e provavel excretor; e c) a disseminagéo
intra-espécie ovina, a partir de um animal infectado por Hardjo.

Assim, a sobrevivéncia de leptospiras esta relacionada ao efeito sinérgico ou antagdnico
resultante da interacdo de todos esses fatores. Estudos desta natureza ainda ndo estdo
disponiveis, mas seria de grande auxilio na interpretacédo de condi¢des predisponentes para a
sobrevivéncia de leptospiras e manutencéo de ciclos da doenca em um determinado habitat.



7. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados nas condi¢cdes experimentais deste trabalho
pode-se concluir que:

1- A infeccdo de Leptospira spp. sorovar Hardjo em ovinos esté diretamente envolvida
com o pastejo consorciado com bovinos, independentemente da existéncia de outros

fatores de risco.

2- Bovinos sé@o os reservatérios e mantenedores de Leptospira spp. sorovar Hardjo e

transmissores para ovinos nas condi¢des da regido estudada.
3- O ovino é capaz de se infectar e transmitir Leptospira spp. a outros ovinos.
4- A estrutura do solo, pH e presenca de matéria organica sdo condi¢des importantes

na sobrevivéncia de leptospiras no ambiente, entretanto o teor de umidade é

limitante para a manutencéo do ciclo de transmisséo.
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ANEXO

QUESTIONARIO APLICADO PARA CADA REBANHO

OBS: No caso dos rebanhos com associagao bovino e ovino, o questionario foi aplicado
a cada espécie animal.

PROPRIEDADE:
PROPRIETARIO:
LOCALIDADE:
ENDERECO:

DADOS DA PROPRIEDADE

Topografia:
Area:

INFRA-ESTRUTURA DA PROPRIEDADE

a. balanca sim ( ) ndo ( )

b. baias para animais de exposi¢do sim ( ) ndo ( )

c. centro de manejo sim ( ) n&o ( )

mangueira sim ( ) ndo ( )

pedilivio sim ( ) ndo ()

tronco sim ( ) ndo ()

d. cocho de sal mineral sim ( ) ndo ()

e. cerca de boa qualidade sim ( ) ndo ( )

f. energia elétrica sim ( ) ndo ()

h. Agua encanada sim ( ) ndo ( )

i. sala para ragdo sim () ndo ()

Existe apoio técnico? (zootecnista, veterinario, agrobnomo, etc)

ndo () sim( ) Qual?

O funcionario recebeu algum treinamento?

Sim () N&o ()

1. H& quanto tempo cria ovinos?

( ) menos de 1 ano

( ) De 1 a3 anos

( ) De 3ab5 anos

( ) Mais de 5 anos

Nimero de cabegas no rebanho:

NUmero de matrizes do rebanho:

Namero de reprodutores do rebanho:

Quais as ragas que compdem o rebanho?




Qual o sistema de criagdo?

a-Extensivo ( )

b-Semi-intensivo ( )

c-Intensivo ()

Tipo de exploragdo econGmica

a. cria

b. venda de matrizes

c. venda de reprodutores

d. venda de embrides

e. abate

f. leildes

Qual é o tipo do rebanho?

a. rebanho comercial

b. rebanho elite

c. rebanho comercial/elite

d. outro (especificar)

Qual a importancia da ovinocultura na propriedade?

a. atividade principal ()

b.atividade complementar ( )

Existem outras atividades exercidas na propriedade?

N&o ( ) Sim ( ) Quais, especificar ? (caprinocultura, bovinocultura, suinocultura, cana de
aclcar, outras)

MANEJOS

Rebanho

a. numero de animais/hectare

b. taxas de prenhez

c. taxas de paricdo

d. taxas de cria

e. taxa de descarte

Procedéncia do rebanho:

a. origem dos animais:

b. rebanho fechado:

¢. compra importado/pais de origem:

d. compra nacional (  )leildo ( ) outras propriedades

Alimentacdo

a. pasto de boa qualidade sim ( ) ndo ( ) qual

b. uso de ragdo sim ( ) ndo ()

C. acesso a agua

c.1. bebedouros sim ( ) ndo ()




c.2. aguadas sim ( ) ndo ()

c.3. rios, lagos, riachos, mananciais sim ( ) ndo ( )

Manejo reprodutivo utilizado:

a. monta natural com estacdo de monta sim ( ) ndo ()

b. monta natural sem estagdo de monta sim ( ) ndo ( )

c. monta controlada (rufido) sim ( ) ndo ( )

d.IAsim( )néo ()

e. TEsim( )néo ()

f. sincronizagéo de cio sim ( ) ndo ( )

g. “flushing” reprodutivo sim ( ) ndo ( )

h. preparo dos animais para estagdo de monta sim ( ) ndo ( )

i. uso comum de um mesmo reprodutos/sémen entre propriedades? sim ( ) ndo ()

Manejo sanitario:

a. vermifugacdo sim ( ) ndo ()

b. controle de helmintos? sim ( ) ndo ( )

c. exames de OPG? sim ( ) ndo ()

d. corte e desinfec¢cdo de umbigos sim ( ) ndo ()

e. quarentena para animais oriundos de outras localidades sim ( ) ndo ( ) tempo:

f. desratizacdo? sim ( ) ndo ( )

g.anti-ratizacdo? sim ( ) ndo ( )

h. higiene e assepsia das instala¢bes sim ( ) ndo ( )

i. isolamento de animais doentes sim ( ) ndo ( )

j. exames realizados na aquisicdo de animais: sim ( ) ndo ()

Na propriedade de origem: sim () ndo ( ) Quais:

Na propriedade de destino: sim ( ) ndo ( ) Quais:

Na entrada da quarentena sim () ndo( ) Quais:

Na saida da quarentena sim () nd@o( )Quais:

h. descarte dos animais: enterra sim ( ) ndo ( ); incinerasim ( )ndo ( )

Exames realizados de rotina: Sim (1) Nao (0)

Doencgas Ovinos | Bovinos | Outros
Brucelose
Tuberculose
Leptospirose
Leucose

Pestivirus
Neosporose
Campilobacteriose
CAE e MAED VISNA
OPG




| OUTROS |

Vacinas empregadas

Brucelose sim () néo ( ) Epoca:

Febre aftosa sim ( ) ndo ( ) Epoca:

Leptospirose sim ( ) ndo ( ) Epoca:

Carbunculo sim ( ) ndo ( ) Epoca:

IBR/IPV e BVD sim ( ) ndo ( ) Epoca:

Outras sim ( ) n&o ( ) Epoca:

Alimentacdo empregada

a. Pastagem sim( ) néo () (tipo)

b. Suplementacdo sim ( ) ndo ()

c. Mineralizag¢&o sim ( ) ndo ()

d. Tipo de armazenagem da racdo sim ( ) ndo ( ) qual?

Pastagem

a. pasto com areas alagadicas? sim ( ) ndo ()

b. aluguel de pastos? sim ( ) ndo ( )

c. uso de pastos compartilhados? sim ( ) ndo ( )

e. Acesso rodoviario sim ( ) nao ( )

f. ha outras criagdes préximas da propriedade? Sim ( ) ndo ( )

g. Presenca de roedores sim ( ) ndo ()

h. Presenca de animais silvestres sim ( ) ndo ( ) quais? (capivara, cervideos, cachorro do
mato, pequenos roedores)

CLINICA

Descri¢c&o do problema:

Numero de animais acometidos:

Foram acometidos inicialmente animais: residentes sim ( ) ndo ( )
introduzidos sim () ndo ( )

Participou de algum tipo de exposicao, feira, leildo? sim ( ) ndo ( ) Quando?

Anamnese: Escore Sim (1 a 10) N&o (0)

Sinais clinicos Ovinos Bovinos

Aborto

Idade da fémea

Fase da gestacao




Os abortos sdo esporadicos ou em surtos?

Ha sazonalidade?

S&o repetidos no mesmo animal?

Ocorre retencéo de placenta?

Verifica-se a presenca de metrite?

Ha presenca de muco: seroso, hemorragico, purulento, outro
tipo?

Com odor?

A vagina apresenta-se dspera ou enrrugada?

Verificam-se vesiculas na vulva?

Infertilidade

Nascimento prematuro

Natimortos

Taxa de retorno de cio

Nascimento de animais fracos

Anomalias congénitas

Anemia

Ha animais com orquite ou orquiepididimite ou balanopostite?

Existem animais com problemas articulares?

Existem animais com urina escura (hematuria)?

Existem animais com diarréia?

Existem animais com tosse?

Existem animais com corrimentos oculares e nasais?

Febre

Depressao, malacia, fraqueza

Mamite

Leite com alteracdo de cor

Convulséao

Conjuntivite

Hemorragia




APENDICE

PERFIL SANITARIO DOS REBANHOS AVALIADOS

A consorciagdo de bovinos e ovinos como sistema integrado e de aproveitamento de
manejo zootécnico trouxe consigo a preocupacao da somatdria de enfermidades que estariam
limitadas a uma ou outra espécie ou com possivel transmisséo entre espécies. Com o intuito de
se excluir interferéncia das enfermidades reprodutivas nos dados de produtividade dos
rebanhos onde foi estudado o papel do ovino na cadeia epidemiolégica da leptospirose causada
pela Leptospira spp. sorovar Hardjo, identificando os fatores de risco que envolvem a infeccéo e
transmissdo entre ovinos e bovinos, foi estabelecido previamente o perfil sanitario de oito
rebanhos, realizando-se o diagnéstico diferencial para brucelose, leptospirose, clamidofilose,
campilobacteriose genital bovina, micoplasmoses, Maed-Visna, pestivirus (Virus da Diarréia
Viral Bovina - BVDV), toxoplasmose e neosporose, e ainda o nivel de parasitismo.

Foram realizados exames em 10% de amostras de soro, fezes e secrecdo cérvico-
vaginal. Nos sorodiagndsticos foram empregadas os teste de: antigeno acidificado tamponado
(AAT) para brucelose (ALTON et al., 1988), reacéo de soroaglutinacao microscépica (SAM) com
identificacdo do provavel sorovar infectante de Leptospira spp. para leptospirose (FAINE et
al.,1999); reacdo de fixacdo do complemento (FC) para clamidofilose (DONN et al., 1997);
reacdo de imunodifusdo em agar gel (IDGA) para Maed-Visna (CUTLIP, JACKSON, LAIRD,
1977); virusneutralizacdo para pestivirus (OIE, 2007); imunufluorescéncia indireta (IFl) para
toxoplasmose (CAMARGO, 1974) e neosporose (PARE, HIETALA, THURMOND, 1995). Os
diagndsticos de campilobacteriose genital bovina (GENOVEZ et al., 1989) e micoplasmose
(CARDOSO et al., 2001) foram realizados pelo exame bacteriolégico. Amostras de fezes foram
submetidas a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) (GORDON e WHITLOCK, 1939) e
coprocultura (ROBERTS e O'SULLIVAN, 1950) para identificacdo das espédes de
endoparasitas.

Foram avaliados 57 ovinos entre rebanhos de criacdo exclusiva e consorciada e 10
bovinos provenientes de oito propriedades: trés de criagdo exclusiva e cinco de consorciamento
com bovinos. Os animais do sistema consorciado, por compartilharem pastos e manejo, foram
considerados como um Unico rebanho, ndo sendo seus resultados separados por espécie.

Interessante notar a auséncia de brucelose, Maed-Visna e clamidofilose nesses
rebanhos. Leptospira spp. estava presente em todos os rebanhos, indicando que qualquer

animal estd suscetivel a infeccdo por este agente. Toxoplasmose estava presente em 7/8



rebanhos, o que também indica a suscetibilidade dos individuos adquirirem esta enfermidade.
Em rebanhos consorciados houve a ocorréncia de neosporose (4/5) e pestivirus (BVDV) (2/5) e
auséncia destas enfermidades nos rebanhos exclusivos de ovinos. Possivelmente os bovinos
sejam portadores destes agentes e haja transmissao interespécie (Tabelas 1 e 2).

Destaca-se na tabela 3, que a freqiiéncia de neosporose foi maior em rebanhos
consorciados do que em exclusivos de ovinos de forma estatisticamente significante (p =
0,044). Entretanto esta afirmagdo merece mais estudos, uma vez que existe susceptibilidade de
ambas as espécies, sendo necesséaria a investigacdo de um nimero maior de rebanhos e
animais nesta condicao.

Quanto as enfermidades bacterioldgicas investigadas, em cada rebanho de criagdo
exclusiva de ovino ou consorciada com bovino, ndo houve isolamento de Campylobacter spp.,
Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp.

A tabela 4 refere-se a situacdo dos rebanhos quanto a presenca de helmintos, por meio
de contagem de ovos por grama de fezes (OPG); cujas espécies de endoparasitas foram
identificadas, como mostra a tabela 5.

Enfermidades onde as condi¢fes ambientais sdo fundamentais para a disseminagéo,
como a leptospirose, observa-se a elevada freqiiéncia de sororeagentes, independentemente
da espécie e, sobretudo, sem caracterizar um sorovar especifico. Ha a auséncia de neosporose
em ovinos é limitada aos rebanhos consorciados, entretanto, esta afirmacdo merece mais
estudos uma vez que existe susceptibilidade de ambas as espécies. Para toxoplasmose, nao
houve diferenca entre a consorciacdo de ovinos e bovinos. Para pestivirus, possivelmente os
bovinos sejam portadores do agente e haja transmisséo interespécie. O correto diagnostico
parasitario é essencial para qualquer abordagem sanitaria nestas espécies para evitar baixa
produtividade. Na pequena escala analisada, a consorciagdo de ovinos e bovinos parece
exercer influéncia limitada no perfil das doencas infecciosas e parasitarias, entretanto, medidas

sanitarias preventivas devem ser consideradas.



Tabela 1. Perfil sanitario quanto as enfermidades sorologicamente investigadas em cada rebanho de criagdo exclusiva

de ovino ou consorciada com bovino da regido de Sorocaba. Sdo Paulo, 2008.

Pesti-

e R - Maed- 6 6
Identificacdo ing Brucelose® ) Clamidofilose®  virus .5 Toxoplasmose® Neosporose
Condigéo Leptospirose’ Sorovares @vDvy* Visna
A (0] 0/7* 6/7 Pyrogenes (2/6) o/7 o/7 0/8 a7 o/7
Copenhageni (1/3)
Autumnallis+Castelo-
B ] 0/6 3/6 nis+Javanica (1/3) 0/6 0/6 0/6 1/6 0/6
Pyrogenes (1/3)
Autumnalis
C 0] 0/11 8/11 718) 0/11 0/11 0/11 8/11 0/11
Javanica
D C 0/3 2/3 (1/2) 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3
Hardjo (1/2)
Hardjo
E C 0/6 3/6 2/3) 0/6 0/6 0/4 1/6 0/6
Hardjo
F C 0/6 6/6 (@/6) 0/6 1/6 0/3 4/6 2/6
W hitcombi+Sentot
173)
G C 0/17 3/17 Icterohaemorrhagiae 0/17 0/16 0/17 9/17 3/17
1/3)
Hardjo (1/3)
Icterohaemorrhagiae
H C 0/11 8/11 (5/8) 0/11 4/11 0/7 1/11 1/11

Hardjo + W olffi (3/8)

Testes: 1- Antigeno Acidificado Tamponado; 2- SAM - Soroaglutinagdo Microscopica; 3- Teste de Fixa¢do do Complemento;
4- Virusneutralizagdo; 5-Imunodifusdo em Gel de Agar; 6- Reacao de Imunofluorescéncia Indireta. O - Criagdo exclusiva de Ovinos;
C - Criacao consorciada bovinos e ovinos. * total de reagentes sobre 10% do total de animais do rebanho.



Tabela 2. Freqiiéncia de rebanhos de criagdo exclusiva de ovinos e de consorciados
com bovinos que apresentaram animais reagentes para as enfermidades
reprodutivas, naregido de Sorocaba. Sdo Paulo, 2008.

) Pesti-
Condicéo Brucelose Leptospirose clamidofilose  virus I\\c_aed- Toxoplasmose Neosporose
isna
(BVDV)
Consorciadas 0/5 5/5 0/5 2/5 0/5 4/5 4/5
Exclusivas 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3
P 0,464 ... 1,000 0,143

Tabela 3. Frequéncia de animais de criacdo exclusiva de ovinos e de consorciados
com bovinos que apresentaram animais reagentes para as enfermidades
reprodutivas, naregido de Sorocaba. Sdo Paulo, 2008.

) Pesti-
Condicéo Brucelose Leptospirose cClamidofilose  virus I\\c_aed- Toxoplasmose Neosporose
isna
(BVDV)
Consorciadas 0/43 22/43 0/43 5/43 0/43 15/43 7143
Exclusivas 0/24 17/24 0/24 0/24 0/24 13/24 0/24

P 0,191 0,151 0,201 0,044




Tabela 4. Carga parasitaria, pelo método de contagem de ovos por grama de fezes (OPG) em cada rebanho de criagdo exclusiva de
ovino ou consorciada com bovino da regido de Sorocaba. Sdo Paulo, 2008.

Identificacso Condicso N° OPG Contagem Contagem Desvio Coeficiente de
¢ ¢ amostras* (média) maxima minima Padréo Variagéao
A O 5 40 150 0 63,46 1,59
0] 5 0 0 0 0,00 0
O 6 1.500 4.500 0 1914,94 1,28
D C 3 300 600 0 272,01 0,91
E C 6 600 1.150 0 482,70 0,80
F C 3 110 250 0 108,40 0,99
G C 18 250 700 0 280,75 1,12
H C 12 200 1.700 0 461,29 2,31

*amostragem: 10% do total de ovinos de cada rebanho; O - Criacdo exclusiva de Ovinos; C - Criacdo consorciada bovinos e ovinos.



Tabela 5. Resultados do status sanitério quanto a enfermidades parasitérias pela coprocultura dos rebanhos ovinos selecionados
(amostra representativa de 10% do total). S&o Paulo, 2007.

Nimero de
Rebanho  Condicdo ~ animas Coprocultura Trichuris ~ Skrjabinema ~ Cestodeos  Eimeria
examinados
A 0 5 Trichostrongylus sp: 100% N N\ Negativo P
Haemonchus contortus: 78%
Oesophagostomum sp: 6% .
C 0 ] Osteragiasp % N N Moniezia Sp P
Trichostrongylus sp: 2%

Haemonchus contortus: 87% \orieza
F C 5 Trichostrongylus sp: 13% N N P

Strongyloices papilosus + Cipalsa
Haemonchus contortus: 60%
Trichostrongylus sp: 36%
H C 12 Ostertagia sp: 3% N N Moniezia sp P
Cooperia sp: L%

Strongyloices papilosus +

0 - Criacéo exclusiva de Ovinos; C - Criacdo consorciada bovinas e ovinos; N - Negativo; P - Positivo.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral
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Baixar livros de Ciéncias da Saude
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Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil
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Baixar livros de Direitos humanos
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Baixar livros de Educacdo - Transito
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Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia
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Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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