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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial que acomete diversas
espécies. Em bovinos pode ocasionar transtornos reprodutivos como ocorréncia
de abortos, natimortos, retencéo de placenta, morte do bezerro nas primeiras 72
horas, repeticdo de cio, e consequentemente, diminuicdo temporéria na producao
de leite (CORREIA, 2017).

A doenca € causada por bactérias patogénicas do género Leptospira spp.
que sao classificadas em mais de 300 sorovares, definidos de acordo com a
heterogeneidade do lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa
(PICARDEAU, 2017). Os sorovares prevalentes no rebanho bovino sao:
Hardjobovis, Hardioprajitno e Pomona. Contudo, outros também podem ser os
agentes causais da infeccdo (HARTLEBEN, 2016).

As regides tropicais e subtropicais sdo favoraveis a ocorréncia da
enfermidade, onde as altas temperaturas e o0s eventos de precipitacdo
pluviométrica oferecem condi¢cdes propicias a sobrevivéncia do microrganismo
(HASHIMOTO, 2010). As mesorregides Nordeste e Noroeste do RS séao
caracterizadas por uma economia diversificada com destaque na producao
leiteira.

O diagnoéstico da leptospirose bovina e a identificagdo do sorovar/sorogupo
prevalente em determinada regido € crucial para a melhor compreensao da
epidemiologia, das caracteristicas clinicas, tratamento e prevencdo da
enfermidade. O ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto € uma alternativa viavel
de triagem que diferencia os animais expostos dos nao expostos. Contudo, o
diagnéstico padrdo recomendado pela OIE é a técnica de aglutinacao
microscoépica (MAT), capaz de identificar os sorovares/sorogrupos infectantes e o
titulo de anticorpos (HARTLEBEN, 2016).

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia da leptospirose e
identificar os sorovares infectantes em bovinos de leite localizados nas
mesorregides noroeste e nordeste do Estado do Rio Grande do Sul.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas 456 amostras de sangue de bovinos de leiteiros, no més de
junho de 2016. As amostras sdo representativas das mesorregides Noroeste e
Nordeste do estado do Rio Grande de Sul, abrangendo 49 propriedades rurais
produtoras de leite distribuidas em 26 municipios da regido Noroeste, 22
municipios da regido Nordeste e um municipio da regido metropolitana de Porto
Alegre. No momento da coleta das amostras foi abordado um questionario sobre
a realizacdo de vacinacdo nos rebanhos e o periodo.
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 rpm/10 min para a
separacdo do soro e armazenados a -20°C. As analises laboratoriais foram
realizadas no Laboratorio de Vacinologia do Nucleo de Biotecnologia - CDTec da
Universidade Federal de Pelotas. Para triagem dos animais reagentes todas as
amostras de soro foram submetidas ao teste ELISA indireto investigando a
presenca de IgG contra a proteina rLipL32 conforme protocolo previamente
estabelecido (BOMFIM, 2005). As amostras reagentes no ELISA (81 amostras)
foram testadas na MAT conforme protocolo descrito (WHO, 2003). Para este fim,
cada soro foi diluido 1:50 em solucdo tampao PBS para a a realizacdo da triagem
e titulagdo. Foram selecionados 14 sorovares para a realizagdo do teste:
Autumnalis, Canicola, Copenhageni, Djasiman, Grippotyphosa, Hardjobovis,
Hardjoprajino, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona,
Shermani e Tarassovi. As cepas utilizadas foram mantidas em meio de cultura
liguido Elinghausen McCullough Johnson Harris Modificado-EMJH (Difco TM)
suplementado com albumina 8 a 10%, com repiques semanais e incubacéo de
28-30°C. As andlises de MAT foram realizadas em placas de 96 cavidades de
fundo céncavo. As placas foram incubadas por 2 horas em estufa bacteriologica a
temperatura de 30°C. As leituras foram realizadas utilizando-se microscépio de
campo escuro com condensador a seco, com auxilio de lamina na objetiva de
20x, verificando a presenca ou auséncia de aglutinagcdo. Na triagem 0s soros
foram testados a partir da diluicho de 1:100, sendo considerados positivos
agueles que apresentaram aglutinacdo igual ou maior que 50%, em comparacao
ao controle. As amostras reagentes da triagem foram diluidas em diluicbes
crescentes, partindo de 1:100 até 1:3200, para determinacdo do titulo final de
anticorpos aglutinantes. O sorovar com maior titulo na MAT foi considerado
sorovar prevalente. A amostragem aleatoria simples foi realizada considerando
uma soro-prevaléncia esperada de 50%. O nivel de confianca de 95% e erro
amostral de 5% foram utilizados no calculo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A soro-prevalencia da leptospirose bovina diagnosticada através do ELISA
indireto foi de 17,8% (81/456 amostras), indicando baixa prevaléncia da
leptospirose nas mesorregibes estudadas. Contudo, a sensiblidade da MAT
apresentou 91,4% (74 amostras) reagentes. Os sorovares/sorogupos prevalentes
da leptopirose bovina na regido estudada foram Icterohaemorragiae (sorogrupo
Icterohaemorragiae) e Djasiman (sorogrupo Djasiman) com 37,8% e 12,2% de
prevaléncia, respectivamente. Os demais sorovares testados mostraram valores
inferiores a 10%, como demonstrado na figura 1A.
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Figura 1. (A) Prevaléncia dos sorovares no MAT; (B) Prevaléncia de titulos.
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Os sorovares encontrados ndo sao os mesmos relatados por HASHIMOTO,
2010 e MINEIRO, 2007, onde o sorovar Hardjo apresentou maior prevaléncia,
enguanto os sorovares Icterohaemorrhagiae e Djasiman com valor inferior a 10%.
Os bovinos sédo considerados hospedeiros de manutencdo o sorovar Hardjo,
porém os sorovares Pomona, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa podem
causar a infeccéo de forma acidental (FAVERO,2017).

O diagnostico para os sorovares ndo adaptados € mais facil de ser
identificada por apresentar um titulo maior de anticorpos, como ocorreu com o
sorovar Icterohaemorrhagiae que apresentou o titulo de 800 na maioria das
amostras, como demonstrado na figura 1B. Os roedores sinantrépicos sao 0s
reservatorios deste sorovar. Sua alta prevaléncia pode estar associada a uma
possivel transmissédo indireta dos roedores para 0s bovinos, sendo a urina como
fonte de infeccdo (HASHIMOTO, 2010) A sorologia nem sempre identifica
anticorpos contra o sorovar Hardjo, mesmo com eliminagdo de Leptospira na
urina, pois o diagnostico de hospedeiros de manutencdo € mais dificil, por
apresentarem baixos titulos de anticorpos (HARTLEBEN, 2016). O sorovar
Djasiman apresentou titulo superior a 3200, indicando infecgéo recente.

A prevaléncia de amostras que apresentaram o maior titulo de anticorpos
para mais de um sorovar foi de 28,4% onde o titulo predominante encontrado foi
de 200. Os diferentes sorovares presentes estdo associados a presenca de
hospedeiros de manutencdo, agindo como reservatorios naturais (HASHIMOTO,
2010).

Das amostras positivas no MAT (74 amostras), apenas 6 sao provenientes
de propriedades leiteiras que nao realizam vacinagdo para leptospirose. A
prevaléncia destes sorovares também pode estar relacionada as cepas utilizadas
nas vacinas comerciais (HARTLEBEN, 2016. e RINEHART, 2012). Os animais
vacinados desenvolvem titulos detectaveis até trés meses apos a vacinacdo, com
titulos variando de 100 a 400. Titulos de 800 a 1600 s&o presuntivos de infec¢édo
apos esse periodo (HARTLEBEN, 2016). Outras condicdbes devem ser
consideradas para o controle da enfermidade, como estado imune do hospedeiro
e adocdao de praticas de manejo corretas (HURTADO, 2013).

4. CONCLUSOES

A soro-prevaléncia encontrada de 17,8% nas mesorregidoes Noroeste e
Nordeste do estado do Rio Grande do Sul foi abaixo da esperada, indicando baixa
prevaléncia da leptospirose nas mesorregides estudadas. Os sorovares
prevalentes Icterohaemorragiae, Djasiman e reacdo cruzada, com 37,8%, 12,2%
e 28,4% de prevaléncia, respectivamente, e estdo associados a possivel
transmissao indireta com urina contaminada e a presenca de hospedeiros de
manutencdo no rebanho, culminando com a perpetuacdo da enfermidade.
Medidas de prevengcdo e controle devem ser adotadas para amenizar 0S
transtornos reprodutivos causados pela leptospirose em bovinos de leite.
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