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RESUMO

O municipio de Realeza fica localizado na regido Sudoeste do Parana, principal bacia leiteira
em volume do estado. A pecuaria leiteira no municipio é uma importante atividade da
agricultura familiar. Logo, os cuidados com a sanidade do rebanho devem ser, sempre que
possivel, melhorados, a fim de minimizar as perdas produtivas. Portanto, é importante
conhecer a prevaléncia de determinadas doencas que acometem o0s rebanhos leiteiros da
regido. Entre elas estd a Leptospirose, que pode infectar animais de producdo gerando
diversos transtornos, especialmente os reprodutivos como: infertilidade, aborto, nascimento
de bezerros fracos e também a diminuicdo temporéria da producdo leiteira. Além disso, a
Leptospirose é caracterizada como zoonose por ser passivel de infectar seres humanos. Dessa
forma, o objetivo deste projeto foi determinar a soroprevaléncia da Leptospirose em rebanhos
leiteiros do municipio de Realeza - PR. Ao total, foram utilizadas amostras de 341 vacas
provenientes de 20 propriedades. Os soros foram submetidos ao teste de diagnostico de
Leptospirose no Laboratério de Diagnostico de Brucelose e Leptospirose, do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da UNESP Campus de Jaboticabal
— SP, através da técnica de soroaglutinacdo microscopica. Foram avaliados os titulos de
anticorpos contra 24 sorovares de Leptospira spp. Destas, apenas 18 sorovares testados
tiveram pelo menos uma amostra positiva: Andamana, Australis, Bratislava, Autumnalis,
Butembo,  Canicola, Cynopteri,  Grippotyphosa, Hebdomadis, = Copenhageni,
Icterohaemorrhagiae, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Patoc e Shermani. Os
sorovares Castellonis, Bataviae, Whitcombi, Sentot, Javanica e Tarassovi ndo apresentaram
soroaglutinacdo em nenhuma amostra de soro. Os resultados avaliados demonstraram uma
soroprevaléncia de 37,53% de animais positivos. Esse nimero indica que diferentes sorovares
do patdgeno estdo presentes nos rebanhos leiteiros do municipio, o que pode estar causando
prejuizos. Avaliacdo da distribuicdo espacial dos sorovares e dos dados referentes as
propriedades com animais infectados e ndo infectados, devera permitir uma analise mais
detalhada do perfil epidemioldgico. Com isso, seria plausivel a detecgdo de possiveis fatores
de risco que possam contribuir para a compreensdo da soroprevaléncia da Leptospirose em
bovinos leiteiros do municipio de Realeza — PR.

Palavras-chave: Leptospira. Inquérito soroldgico. Antropozoonose. Prevaléncia.



ABSTRACT

The municipality of Realeza is located in Parana southwestern region, the main dairy region
in a state of volume. The dairy farming in the city is an important activity of family farming.
Soon, the herd health care should be, whenever possible, improved in order to minimize the
production losses. It is therefore important to know the prevalence of certain diseases that
affect dairy herds in the region. Among them is the Leptospirosis, which can infect farm
animals causing various disorders, especially reproductive such as infertility, miscarriage,
birth of weak calves and also the temporary decrease in milk production. Moreover,
Leptospirosis is characterized as zoonosis by being capable of infecting humans. In this way,
the objective of this project was to determine the seroprevalence of Leptospirosis in dairy
herds of the municipality of Realeza - PR. In total, samples were used 341 cows from 20
properties. Sera were submitted to Leptospirosis diagnostic test in Brucellosis Diagnostic
Laboratory and Leptospirosis, Department of Preventive Veterinary Medicine and Animal
Reproduction of UNESP Jaboticabal - SP, through microscopic agglutination technique. They
were evaluated antibody titers against 24 Leptospira spp. Of these, only 18 serotypes tested
had at least one positive sample: Andamana, Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo,
Canicola, Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Patoc and Shermani. The serovars Castellonis,
Bataviae, Whitcombi, Sentot, Javanica and Tarassovi showed no agglutination in any serum
sample. The evaluated results showed a seroprevalence of 37.53% positive animals. This
number indicates that different serotypes of the pathogen are present in dairy herds of the
municipality, which may be causing harm. Assessment of the spatial distribution of serovars
and data on properties with infected animals and uninfected, should allow a more detailed
analysis of the epidemiological profile. Thus, it would be possible to detect possible risk
factors that may contribute to understanding the seroprevalence of Leptospirosis in dairy
herds in the municipality of Realeza - PR.

Keywords: Leptospirosis. Serological survey. Anthropozoonosis. Prevalence.
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1 INTRODUCAO

O Paran4, no ano de 2013, produziu 4,3 bilhdes de litros de leite. Este nimero deixa o
estado entre os trés maiores produtores de leite do Brasil sendo o terceiro maior, antecedido
apenas pelo estado de Minas Gerais (1° colocado) e do Rio Grande do Sul (2° colocado).
Neste mesmo ano contribuiu com 12,7% de toda a quantidade de leite produzida no cenario
nacional (SEAB, 2014).

Este estado possui trés principais bacias leiteiras que se destacam na producao de leite:
Centro-Oriental, Oeste e Sudoeste. Juntas, produzem mais da metade de todo o leite do
estado. O Sudoeste do Parand, onde esta inserido o municipio de Realeza, destaca-se por ter
um grande potencial de crescimento uma vez que entre os anos de 2008 a 2013 dobrou a sua
producdo, se tornando a maior bacia leiteira do estado. Além disso, é nesta regido que estéo
25% dos produtores de leite do estado (SEAB, 2014; IPARDES, 2009).

Segundo dados do levantamento agropecuario de 2006, realizado pelo IBGE, a cidade
de Realeza, no Sudoeste do Parana, apresenta 1.498 propriedades rurais. A maioria delas com
carater de agricultura familiar, sendo que quase a metade (770) sdo produtoras de leite,
produzindo 8.853.000 litros de leite por ano, e cerca de R$ 3.537.000,00 (IBGE, 2006). Estes
valores demonstram a importancia da producdo de leite no municipio. Sendo assim, qualquer
problema que afete a cadeia produtiva gera um impacto direto na economia local, pois esta é a
principal atividade da maior parte das propriedades rurais da regido.

Como a pecuaria leiteira da regido ¢ uma atividade desenvolvida, principalmente, por
agricultores familiares, tem-se a caracteristica de um sistema de menor produgdo, menos
tecnificado e, em grande parte, extensivo, com a criacdo dos animais a campo. Dessa forma,
0s animais tem contato com fatores ambientais e biologicos, que podem acarretar na
transmisséo de enfermidades. Sabe-se também que em certos locais do sudoeste do Parané, os
rebanhos possuem um nivel sanitario deficiente, e grande parte dos produtores de leite da
agricultura familiar desconhece a maioria das praticas de biosseguranca que devem ser
aplicadas ao rebanho leiteiro, o que dificulta o diagndstico de certas enfermidades (SACHET,
2013).

Entre as enfermidades que afetam o0s bovinos e que levam a perdas econdmicas no
rebanho esta a Leptospirose. Esta é uma doenca de carater infecto-contagioso, causada pela

bactéria género Leptospira, a qual pode infectar tanto os animais como o ser humano,



caracterizando como uma zoonose. Em rebanhos, esta infeccdo gera consequéncias
econdmicas consideraveis, pois uma vez que a bactéria infecta os animais de producéo, gera
transtornos reprodutivos como infertilidade, aborto, nascimento de bezerros fracos e
produtivos como diminuicao temporaria da producéo leiteira (FIGUEIREDO, 2009).

A Leptospirose € uma doenga cosmopolita, causada por uma bactéria gram-negativa
da familia Leptospiraceae, que possui caracteristicas morfologicas singulares como formato
de seu corpo em hélice (helicoidal), extremidades em forma de gancho e também € passivel
de movimentacdo. Ela pode afetar todos os animais mamiferos domesticos e silvestres. A
infecgdo pode variar de moderada, ocorrendo no trato genito-urinério, até doenca sistémica
grave (QUINN, 2005).

As leptospiras sdo bastante resistentes ao meio ambiente, mas precisam de locais com
presenca de agua, podendo sobreviver em locais como solos Umidos, lama, bebedouros de
animais, e em qualquer local com umidade e temperatura favoravel. Sua transmissdo
geralmente é através de contanto direto. Sdo encontradas em todas as partes do planeta, porém
algumas sorovariedades tem distribuicdo geografica especifica. Estima-se que ha pelo menos
250 sorovares de L. interrogans. (QUINN, 2005).

O diagnostico para a leptospirose pode ser efetuado por dois métodos: O direto, que
consiste em demonstrar o agente; e o indireto, que sdo as provas soroldgicas. Essas Ultimas
sdo as mais indicadas para o controle em rebanhos de animais (FAINE, 1999). Dentre os
testes supracitados, o teste padrao e mais eficaz € o de soroaglutinacdo microscopica (SAM),
por ter 6tima sensibilidade e por ndo apresentar reacdo cruzada com outras doengas. Porém,
animais vacinados para leptospirose podem apresentar anticorpos contra 0S sorovares
presentes nas vacinas (OIE, 2014).

Em um estudo realizado no Mato Grosso do Sul com 2.573 amostras de soro de
bovinos, foi encontrado soroprevaléncia de 70% a pelo menos um dos sorovares testados.
Além disso, os principais sorovares encontrados foram hardjo, com 65% dos casos, Wolffi
com 12% e Icterohaemorragiae, com 5,8% dos animais acometidos. Além disso, o autor cita
os principais fatores de risco que a regido apresenta que sdo a presenca de areas alagadicas,
raca do animal, tipo de producgdo, presenca de outras espécies dividindo o pasto e tipo de
manejo reprodutivo das propriedades. (FIGUEIREDO, 2009).

Ja Pimenta (2014) estudou a prevaléncia e fatores de risco relacionados a Leptospirose
no estado da Paraiba. Foi utilizado 2317 vacas no estudo e demonstrou uma soroprevaléncia
de 61,1% de animais positivos a pelo menos um sorovar testado. Novamente, o sorovar
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autor cita a presenca de pastos alagados, presenca de animais silvestres, transito intenso de
animais pelas propriedades, o tipo de producdo e a raga dos animais. (PIMENTA, 2014)

Silva (2012) em uma pesquisa realizada no estado do Maranhdo, com 4.832 fémeas
bovinas determinou que no presente estado ha uma prevaléncia de 35,94% de soropositivos a
pelo menos um sorovar testado com a SAM. Além disso, os maiores fatores de risco que o
estado apresenta, segundo o0 autor, sdo a presenca de equinos, presenca e contato com animais
silvestres, como a capivara, e também rebanhos com 32 ou mais cabecas de vacas adultas por
nas propriedades (SILVA, 2012).

Em um estudo realizado no Parana, Hashimoto (2012) determinou a soroprevaléncia
de Leptospirose na regido Centro-sul do estado, e correlacionou com os fatores de risco para a
infecdo. Para isto, foram utilizados 1880 fémeas de bovino e os resultados encontrados foram
66,06% soropositivos a pelo menos um sorovar testado, sendo que o sorovar mais frequente
foi o hardjo, com 54,70% dos animais acometidos. Os principais fatores de risco encontrados
na regido, segundo o autor foram a presenca de piquetes de paricdo, compra de reprodutores e
aluguel de pasto. (HASHIMOTO, 2012)

Castro (2008) encontrou uma soroprevaléncia de 49,4% de Leptospirose no estado de
Sdo Paulo em 8.216 soros provindos de fémeas bovinas com idade reprodutiva, tendo o
sorovar Hardjo como sendo o mais prevalente. J& Castro (2009) elencou os principais fatores
de risco para a infecgdo de Leptospirose no estado de Sao Paulo, que, segundo o autor, sdo:
tamanho do rebanho, presenca de piquete de paricdo, presenca de suinos, compra de
reprodutores de outras fazendas e uso de inseminacéo artificial. (CASTRO, 2008)

Estes estudos mostram claramante que o sorovar Hadjo é predominante nestas regides,
confirmando a afirmativa feita por Quinn (2005), o qual diz que no Brasil as principais
sorovariedades encontradas em bovinos sdo os sorovares Hardjo e Pomona.

Longe de ser um problema apenas no Brasil, estudos feitos em paises vizinhos também
indicam prevaléncia desta doenca nos rebanhos leiteiros. Szwako (2015) estudou a
soroprevaléncia da leptospirose no Paraguai encontrando 45,78% de animais sororeagente.
Giraldo (2014) buscou a soroprevaléncia em regides da Colémbia, encontrando 28% de
animais sororeativos a pelo menos um dos sorovares testados.

Na microrregido de Capanema, onde o municipio de Realeza — PR esta inserido
(IPARDES, 2012) nenhum estudo semelhante foi encontrado. Sendo assim, ndo ha dados na
literatura sobre a prevaléncia da Leptospirose em bovinos leiteiros nesta regido.

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi determinar a soroprevaléncia da

Leptospirose em rebanhos leiteiros no municipio de Realeza — PR.



2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no municipio de Realeza, que estd localizado na
microregido de Capanena, Parana.

O estudo compreendeu um inquérito soroepidemiologico para determinar a
soroprevaléncia de Leptospirose nos bovinos leiteiros do municipio. Para isto, foram
selecionadas aleatériamente 20 propriedades com carater de agricultura familiar, com no
maximo 22 animais em lactacdo, com idade igual ou superior a 24 meses.

A colheita de sangue foi realizada através da puncdo da veia coccigea, utilizando-se
agulhas para vacutainer descartaveis 40 x 12 mm e tubos vacutainer de 5.0 mL esterilizados,
devidamente identificados com o nimero do animal, para a obtencdo do soro. O sangue
passou por centrifugacdo a 3000 RPM por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, o soro foi
armazenado em frascos eppendorf de 1 mL, e estes foram refrigerados a uma temperatura
proxima a 4 °C, ficando netas condicdes, até a realizacdo do congelamento em freezers de
temperatura controlada de - 45°C. As amostras foram reunidas e enviadas para o Laboratério
de Medicina Veterinaria Preventiva na Universidade Estadual Paulista (UNESP) “Julio de
Mesquita Filho”- UNESP, campus Jaboticabal, S&o Paulo, para realizacdo do teste de
soroaglutinacdo microscdpica. As colheitas do material para a pesquisa estdo de acordo com o
CEUAV/UFFS sob o processo n° 23205.003294/2014-98.

No laboratério, os antigenos de Leptospira spp. utilizados nos testes sorologicos
(Quadro 1) foram repicados semanalmente em meio de cultura liquido de EMJH (Ellighausen,
Mccullough, Johnson e Harris), tendo como indculo 10% do volume do meio a semear, e
mantidos em estufa bacteriologica com demanda bioquimica do oxigénio (B.O.D) a 29°C +
1°C.

As amostras de soro sanguineo foram diluidas em solucéo salina, sendo a dilui¢do
inicial 1/25. Aliquotas de 25 pl foram colocadas em placas de poliestireno, com fundo chato,
e adicionada igual quantidade de antigeno, das 24 sorovariedades de Leptospira spp.,
resultando na diluicdo de 1/50. A mistura soro-antigeno foi levemente homogeneizada e
incubada em estufa B.O.D a temperatura de 28°C por 40 a 120 minutos, procedendo-se a
seguir a leitura em microscopia de campo escuro, com objetiva e ocular de 10 vezes,
diretamente dos pocos da placa.

Foram consideradas reagentes as amostras em que ocorreu 50% de aglutinacéo,
estando metade das leptospiras aglutinadas no campo microscopico no aumento de 100 vezes.
As amostras reagentes na diluigéo inicial foram testados com dilui¢des seriadas de razéo dois,



sendo a primeira dilui¢do 1/100, conforme a recomendacgéo da OIE (2012).

Tabela 1. Sorovariedades de Leptospira spp. empregadas na soroaglutinagdo microscépica
aplicada a Leptospirose, segundo 0 sorogrupo e a sorovariedade.

Sorovariedade

Sorogrupo
Andamana Andamana
Australis Australis
Australis Bratislava
Autumnalis Autumnalis
Autumnalis Butembo
Ballum Castellonis
Bataviae Bataviae
Canicola Canicola
Celledoni Whitcombi
Cynopteri Cynopteri
Djasiman Sentot
Grippotyphosa Grippotyphosa
Hebdomadis Hebdomadis
Copenhageni

Icterohemorrhagiae
Icterohemorrhagiae

Icterohemorrhagiae

Javanica Javanica
Panama Panama
Pomona Pomona

Pyrogenes Pyrogenes

Sejroe Hardjo
Sejroe Wolffi

Seramanga Patoc

Shermani Shermani
Tarassovi

Tarassovi




3 RESULTADOS

Das 341 amostras de bovinos de leite coletadas no municipio de Realeza — PR, 128

foram reagentes ao teste de Soroaglutinacdo microscopica a pelo menos um dos 24 sorovares

testados, com titulagéo variando de 100 a 1600. O sorovar Pyrogenes foi 0 mais prevalente no

estudo, estando presente em 44,53% dos animais sororeagentes; enquanto 0S sorovares

Andamana, Grippotyphosa e Pomona apareceram na sequéncia com 39,06%, 35,15% e 25%,

respectivamente.

Dentre as 20 propriedades investigadas, 18 apresentaram pelo menos um animal

reagente ao teste de Soroaglutinacdo microscépica a um dos 24 sorovares testados, totalizando

90% das propriedades afetadas por esta enfermidade.

Tabela 2 - Sorovariedades de Leptospira spp positivas no presente estudo

Sorovar N Frequéncia %
Pyrogenes 57 44 53
Andamana 50 39,06

Grippotyphosa 45 35,16
Pomona 32 25
Panama 32 25

Coppenhageni 29 22,66

Icterohemorrhagiae 27 21,09
Cynopteri 25 19,53

Canicola 22 17,19
Autumnalis 19 14,84

Wolffi 19 14,84

Hebdomadis 11 8,59
Australis 5 3,91

Hardjo 4 3,13
Shermani 2 1,56

Butembo 1 0,78
Bratislava 1 0,78

Patoc 1 0,78




4. DISCUSSAO

O fato de o presente trabalho ter encontrado a prevaléncia de 37,53% de sororeagentes
e também 90% das propriedades estudadas apresentar pelo menos um animal soropositivo
demonstra que a doenca Leptospirose esta presente no rebanho de bovinos leiteiros do
municipio de Realeza — PR.

No presente trabalho ndo foram distinguidos animais vacinados de ndo vacinados, o
que poderia ter alterado resultados encontrados. Porém, pesquisando sobre as principais
vacinas encontradas no mercado local, todas encontram em sua composi¢do o sorovar Hardjo
e outros que foram pouco encontrados neste estudo. Isto pode indicar que os produtores do
municipio de Realeza ndo estdo realizando a vacinacédo correta do seu rebanho.

Os resultados obtidos ficaram préximos dos encontrados por SILVA, (2012) no estado
do Maranhdo. Porém, em comparacgdo a outras regides do Brasil, Realeza apresenta uma baixa
soropositividade, uma vez que no Mato Grosso, Paraiba e até mesmo na regido centro-oeste
do Parand, com soroprevalécias acima de 60% (FIGUEIREDO, 2009; PIMENTA, 2014,
HASHINOMOTO, 2012; CASTRO, 2008.).

O sorovar Pyrogenes (44,53%) foi o sorovar com maior prevaléncia no presente
estudo, contradizendo as referéncias descritas, na qual todas encontraram o sorovar Hardjo
sendo o mais prevalente em seus estudos (FIGUEIREDO, 2009; PIMENTA, 2014,
HASHINOMOTO, 2012; SILVA, 2012, CASTRO, 2008).

A alta prevaléncia de soropositividade ao sorovar Pyrogenes pode indicar que ha a
presenca do hospedeiro natural, no caso a ratazana (Rattus norvegicus) na qual os bovinos da
regido de Realeza — PR estdo em contato com os mesmos e adquirindo a doenca; Além disto,
este dado indica que a presenca do roedor € um fator de risco para a infeccdo dos animais
(HAGIWARA, 2003).

Terrenos alagadicos, lamagcais, contato dos animais com agudes e outras fontes de
agua, além do controle inadequado de roedores podem ser alguns fatores que estdo facilitando
a disseminacgé@o e permanéncia do agente da leptospirose nos rebanhos estudados. Mas, para
que haja o controle eficiente desta doenca, primeiramente deve-se fazer um levantamento para
conhecer os principais fatores de risco que sdo encontrados no municipio, e a partir disso
trabalhar com os produtores sobre a doenca e seus fatores de risco para que eles possam
utilizar estratégias e medidas profilaticas adequadas para diminuir a soroprevaléncia da

leptospirose em suas propriedades.



5. CONCLUSOES

A Leptospirose esta presente nos rebanhos de bovinos de leite no municipio de
Realeza. A prevaléncia é mais baixa quando comparada a outras regides do estado e em nivel
nacional. Porém, ela pode estar causando prejuizos para a economia local e € um risco para a
satde dos trabalhadores rurais.

O contato dos bovinos com outros animais, principalmente a ratazana (Rattus
norvegicus) pode ser a principal forma de transmissdo da Leptospirose nas propriedades.
Logo, faz necessario um melhor programa de controle desta doenca a fim de diminuir os

possiveis problemas que ela traz para a regido do municipio de Realeza — PR.
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