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1. INTRODUCAO

Nos bovinos, as perdas econdmicas decorrem de transtornos reprodutivos
como infertilidade, aborto, nascimento de bezerros fracos e diminuicdo temporaria
da producdo leiteira (CERVANTES et al. 2002). Uma das doencas envolvidas nas
falhas reprodutivas € a leptospirose, importante zoonose causada por
espiroquetas. O principal agente etiolégico € a Leptospira hardjo, e a sua
caracteristica bioldégica mais importante é o0 estabelecimento de infeccdes
cronicas. Com isso, um animal infectado pode eliminar a leptospira pela urina, de
forma intermitente, por varios meses ou até mesmo anos, sendo fonte de infeccdo
para os outros animais do rebanho (CHIDEROLI et al., 2016). Alguns surtos com
quadros agudos estdo associados a infeccdo pelos sorovares produtores de
hemolisina como pomona, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae e autumnalis, ao
contrario do sorovar hardjo, cuja infeccdo geralmente leva a quadros subclinicos
causando abortos (SULLIVAN, 1974).

No Brasil, a soroprevaléncia da leptospirose em rebanhos varia de 74% a
100% e em animais de 45,56% a 62,3%. Os inquéritos sorolégicos evidenciam
como importantes o0s sorovares Hardjo, Wolffi, Pomona, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae e Canicola, sendo mais prevalente o sorovar Hardjo
(FAVERO et al. 2001)

Por provocar manifestacbes bastante inespecificas, o diagnéstico clinico é
dificultado, exigindo, usualmente, a confirmacao laboratorial (PINTO, 1997). O
método de diagnostico laboratorial preconizado pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) é a soroaglutinacdo microscopica — MAT. (CUBAS et al., 2007).

Objetivou-se, através deste estudo, determinar a prevaléncia da leptospirose
e Iidentificar os sorovares infectantes em bovinos de leite localizados na
mesorregido Noroeste do estado do Rio Grande do Sul.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas 270 amostras de sangue de bovinos de leiteiros, no més de
junho de 2016 , representativos da mesorregido Noroeste do estado do Rio
Grande de Sul abrangendo 18 propriedades rurais produtoras de leite distribuidas
em 17 municipios da regido Noroeste.

As amostras foram centrifugadas a 3500 rpm/10 min para a separagao do
soro, e armazenados a -20°C. As anadlises laboratoriais foram realizadas no
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Laboratério de Vacinologia do Nucleo de Biotecnologia - CDTec da Universidade
Federal de Pelotas.

Para triagem dos animais reagentes foi realizado o teste ELISA indireto
investigando a presengca de anticorpos contra a proteina rLipL32 ,conforme
protocolo previamente estabelecido (BOMFIM, 2005). As amostras positivas no
ELISA foram testadas na MAT conforme protocolo (WHO,2003). Para este fim,
cada soro foi diluido 1:50 em solucao tampéo PBS para a a realizacéo da triagem
e titulagcdo. Foram selecionados 14 sorovares para a realizacdo 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
liquido Elinghausen McCullough Johnson Harris Modificado-EMJH (Difco TM)
suplementado.com albumina 8 a 10%, com repiques semanais e incubacédo a
30°C. As andlises de MAT foram realizadas em placas de 96 cavidades. As
placas foram incubadas por 2 horas em estufa bacteriolégica a temperatura a
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 aglutinagcédo. Na triagem os soros foram testados a partir
da diluicdo de 1:100, sendo considerados positivos aqueles que apresentaram
aglutinacdo igual ou maior que 50%, em comparagdo ao controle. Apos, 0s
positivos foram diluidos em PBS em diluicdes crescentes partindo de 1:100 até
1:3200 para determinacéo do titulo final de anticorpos aglutinantes.

O sorovar com maior titulo na MAT foi considerado sorovar prevalente. A
amostragem aleatéria 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-prevaléncia da leptospirose bovina diagnosticada no ELISA indireto
foi de 15,6% (42 amostras). O namero total de amostras reativas foi submetido ao
teste MAT no qual 100% reagiram, havendo confirmacéo do resultado obtido pelo
ELISA. Os sorovares/sorogupos prevalentes foram Hardjo Bovis (Hardjo) e
Djasiman (sorogrupo Djasiman) com 21,4% e 19%, respectivamente. Os demais
sorovares testados mostraram valores inferiores a 10% como demonstrado na
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1.Prevaléncia dos sorovares no MAT. 2.Titulos dos sorovares prevalentes.

Os resultados encontrados corroboram, com Tedesco (1997), que analisou
2.448 amostras de soro, provenientes de 56 propriedades dos estados das
regides sul, sudeste e centro-oeste no qual o sorovar hardjo foi apontado como o



32 SEMANA XXVI CONGRESSO DE
J
‘i!‘ con ANl C’:) C I INICIACAQ CIENTIFICA

mais incidente. Os bovinos sao considerados hospedeiros de manutencdo para
este sorovar e, a partir destes resultados, salienta-se a sua importancia para esta
espécie, nos diferentes estados pesquisados (GOMES, 2013). Entretanto,
enquanto o estudo publicado por Tedesco (1997) revelou 61% de animais
positivos para a leptospirose, o presente trabalho somente confirmou 15,6% das
amostras positivas. Embora haja certa diferenca entre as areas de estudo, nota-
se a significativa queda no numero de animais infectados. Considerando o tempo
entre a realizacdo de um trabalho e outro, que é de dez anos, a menor
prevaléncia aqui relatada pode ser justificada pela atencdo destinada atualmente
aos cuidados com manejo e sanidade na pecuaria leiteira, medidas responsaveis
pelo controle do agente infectante na propriedade.

Apesar da confirmacdo de prevaléncia do sorovar hardjo, o numero de
amostras com resultados positivos, tanto no ELISA quanto no MAT, para mais de
um sorovar — reagao cruzada — foi predominante, atingindo 30,9%. Este resultado
é frequentemente observado uma vez que anticorpos produzidos em resposta a
infeccdo com um dado sorovar de Leptospira reagem com diversos outros
sorovares, visto que ha um intenso parentesco entre eles (GOMES, 2013).

O uso de testes sorolégicos é complicado, em areas do mundo em que a
vacinacdo é amplamente difundida, pois alguns animais vacinados desenvolvem
titulos tanto para IgM quanto para IgG, produzindo resultados positivos e confusos
ao teste. Em geral, os bovinos desenvolvem baixos niveis de anticorpos
aglutinantes (100 a 400) em resposta a vacinacao e, estes titulos permanecem
por um a trés meses. Entretanto, alguns animais desenvolvem altos titulos
embora diminuam com o tempo, eles podem persistir por seis meses ou mais,
apos a vacinacdo (GOMES, 2013). Dessa forma, pode gerar resultados falso-
positivos.

4. CONCLUSOES

A partir do presente trabalho, pode-se concluir que o sorovar hardjo
permanece sendo 0 mais prevalente na mesoregido noroeste do Rio Grande do
Sul.
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