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RESUMO

MIASHIRO, A. F. Prevaléncia de leptospirose em rebanhos bovinos no Pantanal de Mato
Grosso do Sul, Brasil. 2013. 52f. Dissertacdo (Mestrado em Saude Animal) — Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia, Programa de POs-Graduacdo em Ciéncia Animal,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Foi realizado um estudo epidemiologico da leptospirose em fémeas acima de 24 meses,
provenientes de 246 rebanhos, e 2.766 animais amostrados aleatoriamente nos nove
municipios que compdem a regido do Pantanal de Mato Grosso do Sul, bem como
identificados os fatores de risco associados a doenca. As amostras de sangue foram coletadas
no periodo de setembro a novembro de 2009 e examinadas pelo teste de aglutinacdo
microscopica ante uma colecdo de 24 antigenos vivos de Leptospira spp, representantes dos
sorovares Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Batavie, Canicola,
Whitcombi, Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Sentot,
Andamana e Patoc. Adicionalmente, representantes de doze estirpes de leptospiras isoladas no
Brasil foram adicionados a colecdo de antigenos do teste de soroaglutinacdo microscopica
(MAT). A prevaléncia aparente foi de 66% e a prevaléncia real de animais infectados, de
79,80%, com intervalo de confianca IC 95% (78,3- 81,3) e 241 rebanhos apresentando pelo
menos um animal reagente. Os sorovares mais provaveis foram o Hardjo seguido pelo Wolffi.
Os resultados demonstram que a leptospirose bovina continua presente no Pantanal, com alta
prevaléncia, tanto de rebanhos quanto individual, sendo os principais fatores de risco para a

doenca o tipo de exploracdo e a raca.

Palavras-chave: Leptospirose. Bovinos. Epidemiologia. Pantanal.



ABSTRACT

MIASHIRO, A. F. Prevalence of leptospirosis in cattle herds in the Pantanal of Mato
Grosso do Sul. 2013. 52f. Dissertation (Master’s in Animal Health) — College of Veterinary
Medicine and Zootechniques, Post-Graduate Program in Animal Science, Federal University

of Mato Grosso do Sul

This is an epidemiological study of leptospirosis in 24 month-old females from 246 herds.
Two thousand, seven hundred and sixty six (2,766) animals were randomly sampled in the
nine counties comprising the region of Pantanal of Mato Grosso do Sul, Brazil. The risk
factors associated with the disease were also identified. Blood samples were collected from
September to November 2009 and examined by microscopic agglutination test against a
collection of 24 live antigens of Leptospira spp, representatives of serovars Australis,
Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Batavie, Canicola Whitcombi, Cynopteri,
Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona,
Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Sentot, Andamana, and Patoc. Additionally,
twelve representatives of Leptospira strains isolated in Brazil were added to the collection of
antigens for the microscopic agglutination test (MAT). The apparent prevalence was 66% and
the actual prevalence of infected animals was 79.80%, with a confidence interval of 95%
(78.3 to 81.3) and 241 herds having at least one reactive animal. The most likely serovars
were Hardjo followed by Wolffi. Results show that bovine leptospirosis is still present in
Pantanal, with high prevalence, both as animals and herds, the main risk factors for the
disease being the type of cattle farming and race.

Keywords: Leptospirosis. Cattle herds. Epidemiology. Pantanal.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose emergente, de distribuicdo cosmopolita, causada por
bactérias do género Leptospira, que podem apresentar mais de 200 diferentes sorovares
(FAINE et al., 1999), sendo motivo de preocupacdo, tanto na area de saude publica quanto
veterinaria (OIE, 2008).

A literatura tem demonstrado a evidéncia soroldgica da leptospirose em rebanhos
bovinos no Brasil (LANGONI et al., 2000; HOMEM et al., 2000; FAVERO et al., 2001;
THOMPSON et al., 2006; LAGE et al.,, 2007) e no Estado de Mato Grosso do Sul
(MADRUGA et al., 1980; PELLEGRIN et al., 1999; FAVERO et al., 2001; FIGUEIREDO et
al., 2009). Embora os diferentes estudos epidemioldgicos apontem para a presenca de
diferentes sorovares infectando bovinos, o mais frequente tem sido o sorovar Hardjo, tanto no
ambito nacional (VASCONCELLOS et al., 1997; FAVERO et al., 2001; LILENBAUM,;
SOUZA, 2003; ARAUJO et al., 2005; THOMPSON et al.,, 2006; LAGE et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2010) quanto no Estado do Mato Grosso do Sul (MADRUGA et al., 1980;
PELLEGRIN et al., 1999; FAVERO et al., 2001; FONTANA, 2011). Na espécie bovina, a
transmissdo pode ocorrer de forma indireta por meio de &dgua e solos contaminados por urina,
fetos abortados, placenta, secrecdes uterinas e transmissao venérea como forma direta mais
comum (FAINE et al., 1999).

A identificacdo dos sorovares de Leptospira spp. circulantes em uma regido
geografica, além de contribuir para o avanco do conhecimento da cadeia epidemioldgica da
doenca, pode ter implicacBes para seu diagndstico, aumentando a sensibilidade do teste e
maximizando a deteccdo de animais infectados nos rebanhos, com a inclusdo de estirpes
autoctones na colegdo de antigenos utilizada no diagnostico. Outro beneficio direto do
conhecimento dos sorovares mais provaveis refere-se ao potencial aumento da efetividade das
vacinas empregadas, com a agregacdo dos sorovares patogénicos mais frequentemente
encontrados nos rebanhos bovinos da regido alvo do controle (ARAUJO, 2005; DELBEN,
2005).

Na cadeia produtiva de bovinos, tanto de corte como de leite, a leptospirose tem como
principal impacto o comprometimento do desempenho reprodutivo (VASCONCELLOS et al.,
1997), sendo o sorovar Hardjo implicado como causa de abortamento, natimortalidade,
nascimento de bezerros fracos (GROOMS; BOLIN, 2005), mastite e agalaxia (BOLIN et al.,
1989).
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A regido do Pantanal apresenta a maior populacdo bovina de Mato Grosso do Sul, com
1,843 milh&o de cabegas (IBGE, 2006), concentrada especialmente no municipio de Corumba.
A planicie pantaneira é um ecossistema complexo, formado por diferentes fitofisionomias,
tais como capdes, cordilheiras, baias (lagoas permanentes), corixos e vazantes, com uma
multiplicidade de complexas fungdes ecoldgicas, oferecendo condic¢des ecoldgicas favoraveis
para a manutencdo de varios agentes etiologicos, entre os quais a Leptospira spp., por abrigar
uma rica biodiversidade de espécies faunisticas, bem como ter o funcionamento de seu
ecossistema baseado em um pulso de inundacédo sazonal (SANTOS et al., 2002).

Apesar de os achados soroldgicos da leptospirose na regido do Pantanal até o
momento terem sido pontuais, estes sugerem uma circulacdo do agente nos rebanhos bovinos
(PELLEGRIN et al.,, 1999; FAVERO et al.,, 2001; FONTANA, 2011), que deve ser
corroborada com base em estimativa da prevaléncia da doenca, baseada em um desenho
amostral robusto e geograficamente abrangente, de modo que permita inferéncias sobre seu
possivel impacto na economia regional.

O objetivo deste estudo foi efetuar um levantamento soroepidemiologico da
leptospirose bovina na regido do Pantanal de Mato Grosso do Sul, estimando sua prevaléncia

e fatores de risco associados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A leptospirose, como uma sindrome associada a ictericia e a falha renal, foi reportada
pela primeira vez por Adolf Weil em 1886 (1886, apud FAINE et al., 1999) e, mais tarde, em
1907. Stimson (1907, apud FAINE et al., 1999) observou organismos espiralados em tecido
renal de um paciente com causa mortis atribuida a febre amarela, denominando o0s
organismos Spirochaeta interrogans.

Em 1914, Inada et al. (1914, apud FAINE et al., 1999) inocularam em um cobaio uma
amostra de paciente acometido com a doenca de Weil, conseguindo visualizar, pela primeira
vez, espiroquetas no tecido hepatico. Apds outros estudos, encontraram resultados
semelhantes em outros pacientes com a mesma doenca, denominando o agente etiol6gico
daquela doenca Spirochaeta icterohaemorrhagiae.

No Brasil, os primeiros estudos sobre a leptospirose foram realizados por McDowel,
com o reconhecimento da Leptospira no Estado do Parad. Simultaneamente, Aragdo observou
a Leptospira icterohaemorrhagiae em Rattus novergicus no Estado do Rio de Janeiro (1917,
apud JOUGLARD, 2005), mas a publicacdo pioneira reportando a distribuicdo da doenca e
um alerta sobre o risco oferecido pelas condi¢des ecoldgicas apresentadas pelo Pais foi
realizada somente em 1963, por Magaldi (1963, apud JOUGLARD, 2005).

Noguchi propds o género Leptospira apds estudar a espiroqueta visualizada por Inada
e cepas de outras procedéncias que foram isoladas de humanos e roedores (SANTA ROSA,
1970). Em 1917, Noguchi (1917, apud LEVETT, 2004) identificou o rato como fonte de
infecgéo para os humanos.

Santa Rosa, em 1970, publicou um levantamento revisando a casuistica do diagndstico
de leptospirose realizado pelo Instituto Biologico de S&o Paulo durante um periodo de nove
anos. Os dados, obtidos do exame de 15.080 soros de bovinos, 3.242 soros suinos e 21.263
soros humanos, por meio do teste de soroaglutinagdo microscopica, indicaram uma
predominancia de reagcbes para os sorovares Wolffi, Pomona e Icterohaemorrhagiae,
respectivamente (SANTA ROSA, 1970). A importancia do sorovar Icterohaemorrhagiae
também foi evidenciada em estudo retrospectivo da casuistica humana da leptospirose, em
pacientes hospitalares com suspeita de leptospirose, no Estado do Rio de Janeiro, no periodo
de 1970 a 1982. Dos 775 casos suspeitos, 76% tiveram seu diagnostico confirmado e o

sorovar Icterohaemorrhagiae foi identificado em 41,3% dos individuos, sendo 12,3% dos
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resultados inconclusivos (sorovar ndo determinado). A anélise dos fatores de risco indicou
uma relagdo com condices pluviométricas, sexo e idade, sugerindo risco ocupacional e
fatores de contagio pela pratica de atividades recreacionais. Adicionalmente, 0 mesmo estudo
apontou dois casos de sorologia positiva para o sorovar Grippotyphosa em individuos que,
presumivelmente, tiveram contato com uma fonte de contigio de natureza silvestre
(ANDRADE; BRANDAO, 1987).

2.2 Etiologia

As leptospiras estdo entre as menores bactérias que podem passar através de
membrana (GANGADHAR et al.,, 2006). Sao consideradas espiroquetas, medem
aproximadamente 0,1 mm de didmetro e 6-20 mm de comprimento. As bactérias do género
Leptospira incluem tanto espécies patogénicas quanto saproéfitas e sdo pertencentes a familia
Leptospiraceae da ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999). As leptospiras sdo bactérias
Gram-negativas, espiraladas, flexiveis, moveis e delgadas, compostas de um cilindro
protoplasmatico que se enrola em um filamento axial central; seu envelope externo é
composto por lipopolissacarideos (LPS) e mucopeptideos antigénicos (FAINE et al., 1999).

A visualizacdo das leptospiras pode ser realizada pelo emprego de técnicas como
microscopia de campo escuro ou contraste de fase (FAINE et al., 1999), coloracédo pela prata,
conjugados imunocorados com  fluoresceina ou imuno-histoquimica (ADLER;
MOCTEZUMA, 2009).

As leptospiras sdo sensiveis a luz solar direta, aos desinfetantes comuns, aos
antissépticos, a dessecacdo, as variacdes de pH (inferiores a 6,0 ou superiores a 8,4) e as
temperaturas acima de 40 °C. A temperatura considerada étima para o crescimento é de 28 °C
a 30 °C e, em laboratdrio, podem crescer em temperaturas de até 37 °C, necessitando de pH
levemente alcalino, entre 7,2 e 7,6 (FAINE et al., 1999).

O género Leptospira compreende bactérias morfologicamente similares, mas
antigenicamente distintas quando testadas por meio de soroaglutinagdo microscoépica, sendo,
dessa forma, classificadas em diferentes sorovares. Segundo a classificagcdo taxonémica
classica, com base em sorogrupos, sorovares e patogenicidade, este género pode ser dividido
em dois grandes grupos: Leptospira interrogans (patogénica) e L. biflexa (saprofita),
resultando em 24 sorogrupos, constituidos por cerca de 250 sorovares de Leptospiras
patogénicas (FAINE et al., 1999, PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG, 2007).
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Em 1987 foi proposta uma nova classificagédo baseada na hibridizag&do por homologia
do DNA. O género Leptospira foi reclassificado, segundo caracteristicas genotipicas, em oito
genomoespécies patogénicas: L. alexanderi, L. borgpetersenii, L. faine, L. inadai, L.
interrogans, L. kirschneri, L. santarosai e L. weilii. As leptospiras saprofitas, ou de vida livre,
estdo representadas por trés genomoespécies: L. biflexa, L. meyeri e L. wolbachii (KMETY;
DIKKEN, 1993 apud OIE, 2008).

2.3 Patogenia

O mecanismo de patogenicidade das leptospiras ainda ndo é bem compreendido
(LANGSTON; HEUTER, 2003, ADLER; MOCTEZUMA, 2009) em virtude da
multiplicidade dos sorovares existentes (GANGADHAR et al., 2006); todavia, toxinas e
enzimas produzidas parecem estar implicadas na patogenia da doenca (LANGSTON;
HEUTER, 2003).

A leptospiras colonizam os tubulos renais e a leptospiruria pode ser persistente, apesar
de os processos imunolégicos estarem ativos no individuo (MONAHAN et al., 2009). Com a
disponibilidade de técnicas moleculares, permitindo sequenciar o gene de diferentes isolados,
Bulach et al. (2006) reportaram que dois isolados de L. borgpetersenii, serovar Hardjo,
possuiam diferentes fendtipos e viruléncia, apesar de serem geneticamente idénticos. O
genoma da L. borgpetersenii é de aproximadamente 700 kb menor que o da L. interrogans, o
que favorece esta Ultima, que pode sobreviver por mais tempo em ambientes aquaticos até
encontrar um novo hospedeiro, o que ndo ocorre com a L. borgpetersenii, que parece estar
evoluindo no sentido de uma dependéncia do hospedeiro para que o ciclo epidemioldgico seja
mantido (BULACH et al., 2006).

Por meio de pequenos cortes ou abrasdes, as leptospiras penetram no organismo do
hospedeiro, via membranas mucosas, pela conjuntiva, porém pode ocorrer uma penetracao
também pela pele integra, quando em condicdes especiais de dilatacdo dos poros e
persisténcia de contato com agua contaminada (VASCONCELLOS, 2004). Apds se
multiplicarem no intersticio e humores organicos (sangue, linfa e liquor), as bactérias védo para
a corrente sanguinea até atingirem um nivel critico chamado de fase de bacteremia
(leptospiremia) ou septicémica, o que geralmente ocorre de um a sete dias apds a infeccéo.
Apos, hd a migracdo e persisténcia das leptospiras nos tecidos, principalmente nos tubulos
renais proximais e no trato geniturinério feminino (ELLIS, 1984; FAINE et al., 1999).
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As leptospiras podem permanecer nos tdbulos renais proximais por periodos de
semanas a anos, ou até o final da vida do hospedeiro, como ocorre nos roedores. As
leptospiras ndo sobrevivem bem em urina &cida, mas mantém-se em urina alcalina; por esta
razdo, animais herbivoros, ou aqueles cuja dieta torna a urina alcalina, sdo importantes como
reservatorios da doenga (ADLER; MOCTEZUMA, 2009).

No trato reprodutivo das vacas, as leptospiras desenvolvem uma infec¢do placentaria,
ocorrendo infeccdo aguda do feto em vacas gestantes e, algumas vezes, podendo a
transmissdo da leptospirose ser de forma congénita (FAINE et al., 1999).

A infeccdo pode se apresentar de uma forma aguda ou severa em virtude da
septicemia, com toxemia, hemorragia, hepatite, nefrite, meningite, ou como doenca cronica,
que se caracteriza por aborto, natimortalidade e infertilidade, estando os sinais clinicos e a
forma como a doenca apresenta-se diretamente relacionados com a espécie hospedeira
(FAINE et al., 1999). Na forma cronica em fémeas bovinas, a infeccdo pode levar ao
abortamento, a ocorréncia de natimortos e ao nascimento de bezerros fracos (ELLIS, 1984).

Durante a fase aguda ocorre uma leséo primaria no endotélio, levando a uma isquemia
localizada, o que resulta em necrose tubular renal, dano hepatocelular, meningite, miosite e
placentite. Em casos mais severos ocorrem hemorragias e, frequentemente, deficiéncia
plaquetéaria (ADLER; MOCTEZUMA, 2009).

2.4 Sinais clinicos

A leptospirose bovina pode se apresentar de forma inaparente, aguda, febril e severa.
A manifestacdo clinica ndo é especifica ou patognoménica (FAINE et al., 1999). Nos bovinos
pode haver duas fases da doenca: uma aguda, no inicio da infec¢do, que coincide com a
bacteremia, e outra cronica, que afeta de forma aparente o trato reprodutivo (ELLIS, 1984).

Na forma aguda, nos bovinos, a infeccdo pode ter uma apresentacdo severa (ELLIS,
1994), sendo que o sorovar Pomona pode levar o animal a morte, apresentando ligeira
ictericia, acentuado acumulo de liquido avermelhado e serogelatinoso em diversas regides do
corpo, replecdo de urina cor de cereja na bexiga (LEMOS, 2005). Na fase crbnica, ocasionada
pelo sorovar Hardjo, ha associacdo com infeccédo fetal em vacas prenhes, com a ocorréncia de
abortos, natimortalidade ou nascimento de bezerros prematuros e fracos. Os recém-nascidos
que foram infectados de forma congénita sdo debilitados e afetados por degeneragéo do figado
e/ou rins, sendo propensos a infecgbes secundérias, e 0s que sobrevivem passam a ser
portadores cronicos (ELLIS, 1994).
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Quanto a severidade da doenca, esta pode depender da idade do animal, de sua
imunidade, tipo de manejo, periodo da gestacdo, do sorovar infectante e da concentracéo e
viruléncia da Leptospira (FAINE et al., 1999).

2.5 Diagnadstico

O diagnostico da leptospirose bovina é complexo em virtude das manifestacbes
clinicas ndo serem patognoménicas, e, também, pela dificuldade de acesso a testes rapidos,
sensiveis e de facil execucdo (FAINE et al., 1999), sendo que o conhecimento da
epidemiologia da doenca podera auxiliar no diagndstico presuntivo de rebanhos infectados
(GUIMARAES, 1982).

Dentre os métodos considerados diretos para o diagndstico da leptospirose, podem ser
incluidas a microscopia de campo escuro, cultura, inoculacdo de animais em laboratorio,
histopatologia, visualizacdo em campo claro com corantes especiais, imuno-histoquimica e
imunofluorescéncia direta (FAINE et al., 1999), bem como os métodos moleculares de
identificacdo do DNA bacteriano (LEVETT, 2004).

Os animais de laboratério tém grande importancia e utilidade para isolamento da
Leptospira spp, inclusive como meio de manutencdo de estirpes que ndo se adaptam ao
cultivo em laboratério. As espécies preferenciais sdo cobaias ou hamsters jovens, inoculados
pela via intraperitoneal com sangue, triturados de 6rgdos ou urina de animais suspeitos ou
comprovadamente infectados pelo agente (SANTA ROSA, 1969/1970).

A microscopia de campo escuro pode detectar a Leptospira spp em tecidos ou
humores organicos, mas isso dependerd da fase evolutiva da doenca: leptospirémica ou
leptospirdrica. Esse pode ser considerado um método rapido, porém com baixa sensibilidade e
especificidade, pois a presenca de um artefato no campo visual pode causar confusdo na
identificacdo do microrganismo (BOLIN, 1996).

Para cultivo e isolamento das leptospiras sdo utilizados meios enriquecidos com soro
de coelho ou albumina sérica bovina (BSA), além de meios livres de proteinas. O meio
semissélido, com a adicdo de 0,2% de agar, é mais utilizado para isolamento de estirpes e
manutencdo de culturas de estoque. Nesse meio, o crescimento € visualizado pela formacéo de
um ou mais anéis de crescimento (anel de Dinger). A auséncia de aneis ndo significa,
necessariamente, auséncia de leptospiras. O meio solido € utilizado para clonar estirpes e para
isolar leptospiras de fontes contaminadas (FAINE, 1982), ndo sendo utilizado no diagndstico

de rotina. A temperatura 6tima para o crescimento de leptospiras saprofitas ou patogénicas
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varia de 28 °C a 30 °C. O pH otimo para crescimento estd entre 7,2 e 7,6; sendo que
condi¢es alcalinas sdo mais bem toleradas que condicdes acidas (FAINE et al., 1999).

O teste soroldgico denominado soroaglutinacdo microscopica (SAM) é o método mais
empregado no diagnostico da doenca, sendo amplamente aceito como padrdo ouro e de
referéncia internacional (BRASIL, 1995). A SAM tem boa especificidade e pode indicar o
sorovar infectante. Os antigenos selecionados para compor a cole¢do de antigenos do teste
SAM devem incluir estirpes representativas de cada sorogrupo conhecido que existe na regido
de estudo, aumentando, assim, a sensibilidade de deteccdo dos anticorpos antileptospira
(FAINE et al., 1999; OIE, 2008).

Anticorpos IgM e 1gG reagem com o antigeno vivo, determinando a ocorréncia de
aglutinacdes visiveis em microscopia de campo escuro (LEVETT, 2004). Podem, entretanto,
ocorrer coaglutinacdes, isto é, reacGes contra mais de um sorovar, podendo estes pertencer ao
mesmo sorogrupo, ou ndo. Para a interpretacdo de tais resultados, o sorovar infectante mais
provavel é o que apresenta o titulo mais elevado e persistente. Também existem as reacdes
paradoxais, quando, eventualmente, titulos mais elevados sdo obtidos com um sorovar distinto
daquele que esta de fato infectando o animal (VASCONCELLQS, 2004).

Na interpretacdo do resultado da SAM, animais vacinados contra leptospirose podem
ter anticorpos contra 0s sorovares presentes na vacina, devendo ser considerada a possivel
interferéncia de anticorpos pés-vacinais. A resposta de anticorpos aglutinantes pos-vacinais
em bovinos persiste por até seis meses (BOLIN, 1996). A vacina pode mascarar a doenga no
rebanho, em particular quando a infeccdo é atribuida ao sorovar Hardjo, por contribuir
significativamente para o nimero de animais soropositivos no rebanho (OIE, 2008).

A inclusdo de amostras isoladas no Pais (autdctones), em colecBes de antigenos
utilizadas no diagnostico da leptospirose, tem demonstrado aumentar a sensibilidade do teste
de soroaglutinacdo microscopica. Os titulos observados para as estirpes autdctones séo
geralmente mais elevados que os sorovares de referéncia mantidos em laboratorio (LEVETT
2004; OLIVEIRA, 2003; SARMENTO et al., 2002).

Pellegrin et al. (1999) demonstraram um grande nimero de reagdes positivas para a
amostra Cantagalo (Hardjo - CTG), sendo esta significativamente maior que quando era
utilizada somente a amostra Hardjoprajitno integrante da colecdo de antigenos utilizada no
diagnostico de rotina. No mesmo trabalho, os sorovares para os mais frequentes foram o
Hardjo-CTG (59,52%), Hardjoprajtino (21,28%), Wolffi (23,13%) e Sejroe (24,82%).

Sarmento et al. (2002) testaram uma amostra de conveniéncia obtida de 109 rebanhos,

dos quais foram coletados 9.820 soros bovinos oriundos de 84 municipios em oito estados do
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Pais. Para o diagnostico foi utilizada a SAM, empregando, além da colecdo de antigenos de
leptospiras recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), uma cole¢do de
antigenos composta por representantes de dez isolados autoctones, mantidos no Laboratério
de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sdo Paulo (FMVZ-USP). A utilizacdo da colecdo de representantes dos sorovares
autdctones demonstrou elevar a sensibilidade individual de deteccdo do agente em 6%, sendo
0 sorovar Guaricura o mais provavel em alguns dos estados, superando, inclusive, o sorovar
Hardjo.

Outros métodos indiretos, como o Enzyme-linked Immunoassay (Elisa), de fixacao de
complemento, testes de hemoaglutinacdo ou imunofluorescéncia podem também ser
utilizados no diagndstico da leptospirose (FAINE et al., 1999), embora ndo sejam empregados

como testes de rotina.

2.6 Epidemiologia

A leptospirose tem sido considerada uma doenca emergente, associada a exposi¢do
ocupacional e as atividades recreativas e esportivas vinculadas ao ecoturismo e turismo de
aventura e natureza, nos quais o risco de contato com as diversas fontes de infec¢do pode
ocorrer de forma mais frequente (EVANGELISTA; COBURN, 2010).

Regides submetidas a condicdes inundaveis, como a planicie pantaneira, oferecem
condicdes climaticas favoraveis a ocorréncia da leptospirose, uma vez que a doenca esta
fortemente associada a periodos de alta pluviosidade (ACHA; SZYFRES, 1986; PLANK;
DEAN, 2000), ao clima quente e imido, ao pH préximo a neutralidade (LANGONI, 2000) e a
presenca de hospedeiros adequados.

A transmissdo da leptospirose depende das condi¢Bes favoraveis a sobrevivéncia da
leptospira no meio, do numero de animais portadores e da disponibilidade de animais
susceptiveis na populagdo, do tempo que esses animais positivos permanecem como
reservatorios e do grau de contato entre os hospedeiros de manutencdo e hospedeiros
acidentais (LEVETT, 2004).

As leptospiras patogénicas séo capazes de infectar animais domesticos, silvestres e o
homem. O quadro clinico varia de uma infecgcdo subclinica até uma forma da doenga grave e
fatal. Os casos subclinicos sdo 0os mais importantes quando se trata da forma zoonética, pois o
estado do portador é considerado crénico (FAINE et al., 1999).
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Dentre os animais domésticos, 0s bovinos, suinos e caninos sdo as espécies mais
afetadas, e, dentre os animais silvestres, 0s roedores e marsupiais sd0 0S principais
reservatorios do agente (Quadro 1). Os roedores, principalmente o Rattus norvegicus, sao
considerados 0s principais reservatorios, pois alojam as leptospiras, especialmente as

pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, nos rins (FAINE et al., 1999).

Quadro 1 - Reservatérios preferenciais dos sorovares de Leptospira spp mais frequentemente

reportados
Reservatorio Sorovar
Bovinos Hardjo, Pomona
Caes Canicola
Equinos Bratislava
Ovinos Hardjo
Camundongos (Mus musculus) Ballum, Arborea, Bim
Marsupiais Grippotyphosa
Morcegos Cynopteri, Wolffi
Procionideos (guaxinim) Grippotyphosa
Suinos Pomona, Tarassovi

Fonte: Adaptado de Bharti et al. (2003)

Nas regides tropicais e subtropicais, as taxas de ocorréncia de leptospirose sdo maiores
quando comparadas as regifes frias e secas. Em grande parte da América tropical e
subtropical, as condicdes climéticas existentes facilitam a ocorréncia de casos de transmissdo
de leptospirose em virtude das abundantes precipitacGes pluviométricas, as altas temperaturas,
a variedade de espécies hospedeiras (Quadro 1), a modificagdo bioldgica da populacéo, ao
comportamento e & ecologia das espiroquetas e seus hospedeiros (GUIMARAES, 1982;
LEVETT, 2001.

A incidéncia de leptospirose é sazonal, tendo picos no verdo ou outono em regides
temperadas, onde a temperatura é um fator limitante na sobrevivéncia das leptospiras. Ja em
regides de clima tropical, durante estacdo chuvosa, a rapida dessecacdo impede a
sobrevivéncia dos microrganismos (LEVETT, 2004).

As leptospiras podem sobreviver por até 183 dias em solos Uumidos, e menos de 30

minutos em solos secos. Sao sensiveis a desinfetantes tradicionais, assim como ao calor e a
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dessecacdo, mostrando também resisténcia a alguns antibioticos, como sulfamidas e
cloranfenicol (FAINE et al., 1999).

2.6.1 Leptospirose bovina no Brasil

Estudos epidemioldgicos para estimativas de distribuicdo da leptospirose tém sido
realizados ha algumas décadas, tanto em rebanhos bovinos do Estado de Mato Grosso do Sul
(MADRUGA et al., 1980; PELLEGRIN et al., 1999; FAVERO et al., 2001; FIGUEIREDO et
al., 2009) quanto em outros estados do Brasil (LANGONI et al., 2000; HOMEM et al. 2000;
FAVERO et al., 2001; THOMPSON et al.; 2006 LAGE et al., 2007), com maior ou menor
abrangéncia geogréfica.

Em um estudo realizado por Pellegrin et al. (1999), na sub-regido da Nhecolandia do
Pantanal Sul-Mato-Grossense, foram amostrados 28 rebanhos e 756 amostras de soro de
bovinos de ambos os sexos, sendo estimada uma prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira
spp em 38,88% dos animais. Os sorovares mais frequentes foram o Hardjo (amostra
Cantagalo), responsavel por 59,52% das reacGes positivas, Hardjo (hardjoprajtino) (21,28%),
Wolffi (23,13%) e Sejroe (24,82%). Com relacdo aos fatores de risco para a leptospirose na
mesma regido do estudo, os autores apontaram que a frequéncia de animais soropositivos
estava relacionada com o tamanho da propriedade. Na regido, considerando que o tamanho da
propriedade é dependente do regime hidroldgico, quanto maior a regido alagada de uma
fazenda, maior a area necessaria para a producdo, do contrario ndao se torna economicamente
viavel; entdo, as varidveis presenca de areas alagadas e tamanho de propriedade estdo bastante
relacionadas (PELLEGRIN et al., 1999).

Em um estudo no Estado do Mato Grosso do Sul, Figueiredo et al. (2009) analisaram
2.601 amostras de soro sanguineo de bovinos de corte e observaram uma prevaléncia de
97,03% da leptospirose bovina em 98,8% das fémeas testadas e em 85,2% dos rebanhos,
apontando o sorovar Hardjo (65,6%) como o mais provavel (65,6%), seguido do sorovar
Wolffi (12,3%).

Na microrregido de Goias, foram amostrados 20 rebanhos e 426 amostras de soros de
bovinos leiteiros por meio de soroaglutinacdo microscépica, com uma estimativa de
prevaléncia de 81,90%, ndo sendo, contudo, identificados os fatores de risco associados a
presenca de soropositividade nos rebanhos amostrados (JULIANO et al., 2000).

Estudos epidemioldgicos para estimativas de prevaléncia devem ser baseados em

amostragem aleatoria desenhada para tal finalidade, sendo o tamanho da amostra baseado na
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prevaléncia esperada, nivel de confianca e no erro aceitavel (MEDRONHO et al., 2009). A
execucgdo de inquéritos transversais demanda elevado aporte de recursos materiais, humanos e
financeiros, visto que as coletas devem ser executadas no menor prazo de tempo possivel,
sendo que a otimizacdo do uso das amostras obtidas para ampliar o conhecimento do estado
sanitario dos rebanhos tem sido uma pratica cada vez mais comum (CASTRO et al., 2008;
OLIVEIRA, 2010; SILVA, 2012; HASHIMOTO et al., 2012).

Em 2008, Castro et al. realizaram um estudo com inquérito epidemiologico em sete
circuitos pecuarios no Estado de S&o Paulo, avaliando 8.216 fémeas bovinas em idade
reprodutiva, estimando uma prevaléncia de 49,4% de soroprevaléncia individual, indicando 0s
sorovares Hardjo e Wolffi como os mais predominantes, com 46% e 21% de positividade,
respectivamente. A amostragem baseou-se no delineamento estatistico utilizado para
avaliacdo do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT), no Estado de Séo Paulo. A prevaléncia de rebanho, estimada em 71,3%, indicou
que a leptospirose esta distribuida no estado, independentemente de fatores de risco
associados ao rebanho, como tipo de exploracdo e praticas de manejo reprodutivas. Os
sorovares Hardjo (46%) e sua associacdo com o sorovar Wolffi (21%) foram mais
prevalentes, seguidos pelos sorovares Shermani (8,9%), Autumnalis (4,4%) e Grippotyphosa
(3,9%).

Oliveira (2010) avaliou 1.414 propriedades e 10.823 soros de fémeas em idade
reprodutiva de rebanhos bovinos do Estado da Bahia, estimando as prevaléncias de rebanho e
individual em 77,93% e 45,42%, respectivamente, indicando uma diferenca significativa entre
as prevaléncias observadas nos diferentes circuitos pecuarios amostrados. Neste trabalho,
evidenciou-se a predominancia de reagGes para os sorovares Hardjo (hardjoprajitno) em
34,39% dos rebanhos, e fatores de risco tais como compra de reprodutores, presenca de suinos
e de cervideos na propriedade, reas alagadicas, aluguel de pasto e ragas especializadas.

Silva et al., em 2012, estimaram uma prevaléncia para leptospirose em 35,94% do
total de 2.582 soros provenientes de fémeas bovinas e 64,81% de 573 propriedades analisadas
nos quatro circuitos pecuarios do Estado do Maranhdo. Os sorovares Hardjo e Wolffi foram
os mais frequentes em todo o estado e o circuito 11l foi o que apresentou menor prevaléncia.
Os fatores de risco associados a presenca de animais sorologicamente positivos foram a
presenca de equinos, a presenca de capivaras na propriedade e o tamanho dos rebanhos (maior
ou igual a 32 fémeas adultas).

Em 2012, Hashimoto et al. realizaram um levantamento epidemiolégico transversal,

com uma amostragem delineada, para estimativa de prevaléncia da brucelose bovina no
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Estado do Parand. Foram amostradas 274 propriedades e 1.800 fémeas em idade reprodutiva,
e estimada uma prevaléncia de 66,06% de rebanhos positivos. Os fatores de risco para
presenca de animais infectados estiveram associados ao tamanho do rebanho (maior ou igual a
43 bovinos), compra de reprodutores, aluguel de pasto, presenca de piquete de paricdo. Uma
andlise exclusiva de fatores de risco associados a presencga do sorovar Hardjo — o tamanho de
rebanho (maior que 43 bovinos), compra de reprodutores, aluguel de pasto e presencga de
equinos — indicou como significativa a presenca de animais positivos para esse sorovar nos

rebanhos estudados.

2.7 Controle

O controle da leptospirose é baseado em imunizacdo do rebanho e tratamento dos
portadores renais por meio dos antibidticos de elei¢cdo. Os suinos devem ser separados de
bovinos, ovinos e caprinos, pois esses animais apresentam leptospiraria por longo periodo
(FAINE et al., 1999).

Embora a vacinacdo ndo tenha sua eficacia confirmada, acredita-se que possa reduzir
alguns fatores de risco e proporcionar algum grau de seguranca. Em um rebanho fechado, a
vacinacdo periddica anual, ou semestral, no caso de rebanhos abertos, pode ser eficiente para
o controle, considerando que a imunidade vacinal tem eficacia por, no minimo, seis meses
(OIE, 2008).

Os sinais clinicos da leptospirose aguda poderdo melhorar seguindo-se o tratamento
com estreptomicina (12,5 mg/kg, duas vezes ao dia, por trés dias consecutivos), podendo ser
empregada uma associagdo com ampicilina ou com elevadas doses de benzilpenicilina. Para
casos em que o animal apresenta-se no estado de portador renal cronico, causado pelo sorovar
Pomona e outros, acredita-se que uma Unica dose de estreptomicina (25 mg/kg) remova o
estado do portador (FAINE et al., 1999).

O controle de reservatorios tem sido realizado com o emprego de diversos recursos: a)
medidas ofensivas, como aplicagdo de procedimentos quimicos, mecanicos e bioldgicos; b)
medidas defensivas baseadas no uso de instalagBes a prova de roedores, principalmente as
destinadas ao preparo e armazenagem de alimentos; ¢) medidas de saneamento, que tém
mostrado grande eficiéncia e que objetivam eliminar as condi¢fes ambientais favoraveis a
proliferacdo destes micro-organismos (GUIMARAES et al., 1982).

O controle da leptospirose é dependente do manejo e/ou eliminacdo de diferentes

fatores que interagem na ocorréncia de um caso da doenca no animal ou no rebanho, portanto



23

as medidas de prevencdo e/ou controle deverdo ser direcionadas, além do controle de
reservatorios, também para a melhoria das condicGes de protecdo dos trabalhadores em risco
ocupacional, das condi¢Bes higiénico-sanitarias da populacdo e de medidas corretivas no
ambiente (BRASIL, 1995).

Considerando a importancia da bovinocultura de corte na regido do Pantanal, com
énfase na producdo de bezerros, torna-se fundamental um diagnostico sistemético e o controle
da leptospirose, visando minimizar perdas que afetem os indices reprodutivos do rebanho. A
identificacdo de reservatorios silvestres de Leptopira spp., além de contribuir para o0 avango
do conhecimento da cadeia epidemioldgica na regido, tem implicacGes no controle da doenca
na regido, hoje baseada, unica e exclusivamente, na imunoprofilaxia com vacinas contendo

apenas 0s sorovares mais frequentemente encontrados em bovinos.
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Resumo

Foi realizado um estudo epidemioldgico da leptospirose em fémeas acima de 24 meses,
provenientes de 246 rebanhos, e 2.766 animais amostrados aleatoriamente nos nove
municipios que compdem a regido do Pantanal de Mato Grosso do Sul, bem como
identificados os fatores de risco associados a doenca. As amostras de sangue foram coletadas
no periodo de setembro a novembro de 2009 e examinadas pelo teste de aglutinacdo
microscopica ante uma colecdo de 24 antigenos vivos de Leptospira spp, representantes dos
sorovares Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Batavie, Canicola,
Whitcombi, Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Sentot,
Andamana e Patoc. Adicionalmente, representantes de doze estirpes de leptospiras isoladas no
Brasil foram adicionados a colecdo de antigenos do teste de soroaglutinacdo microscépica
(MAT). A prevaléncia aparente foi de 66% e a prevaléncia real de animais infectados, de
79,80%, com intervalo de confianca IC 95% (78,3- 81,3) e 241 rebanhos apresentando pelo
menos um animal reagente. Os sorovares mais provaveis foram o Hardjo seguido pelo Wolffi.
Os resultados demonstram que a leptospirose bovina continua presente no Pantanal, com alta
prevaléncia, tanto de rebanhos quanto individual, sendo os principais fatores de risco para a

doenca o tipo de exploracdo e a raca.
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Abstract

This is an epidemiological study of leptospirosis in 24 month-old females from 246 herds.
Two thousand, seven hundred and sixty six (2,766) animals were randomly sampled in the
nine counties comprising the region of Pantanal of Mato Grosso do Sul, Brazil. The risk
factors associated with the disease were also identified. Blood samples were collected from
September to November 2009 and examined by microscopic agglutination test against a
collection of 24 live antigens of Leptospira spp, representatives of serovars Australis,
Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Batavie, Canicola Whitcombi, Cynopteri,
Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona,
Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Sentot, Andamana, and Patoc. Additionally,
twelve representatives of Leptospira strains isolated in Brazil were added to the collection of
antigens for the microscopic agglutination test (MAT). The apparent prevalence was 66% and
the actual prevalence of infected animals was 79.80%, with a confidence interval of 95%
(78.3 to 81.3) and 241 herds having at least one reactive animal. The most likely serovars
were Hardjo followed by Wolffi. Results show that bovine leptospirosis is still present in
Pantanal, with high prevalence, both as animals and herds, the main risk factors for the
disease being the type of cattle farming and race.

Keywords: Leptospirosis. Cattle herds. Epidemiology. Pantanal.

INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca de distribuicdo cosmopolita, j& tendo sido diagnosticada
em animais de todos 0s continentes e paises, exceto nas regides polares (BLAHA, 1995). A
enfermidade tem alta prevaléncia em paises de clima tropical em decorréncia de fatores
ambientais representados, principalmente, por grandes precipitaces pluviais e tipo de solo:
neutro ou alcalino (ACHA; SZYFRES, 1986).

O Pantanal Mato-Grossense € uma regido que possui condigdes ecoldgicas de
temperatura e pluviosidade altamente favoraveis a ocorréncia da leptospirose bovina (FAINE,
1982; GARCIA; CASTRO, 1986; LINS; LOPEZ; MAROJA, 1986). A evidéncia soroldgica
da infeccdo pela Leptospira spp ja tem sido evidenciada no Mato Grosso do Sul em inquérito

epidemioldgico no qual foi estimada a prevaléncia de 96,5% de rebanhos positivos e em
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98,8% de fémeas em idade reprodutiva (FIGUEIREDO et al., 2009). No Pantanal, estudos
soroepidemioldgicos estimaram frequéncias de anticorpos para Leptospira spp tanto em
bovinos de corte (PELLEGRIN; SERENO; FIGUEIREDO, 1992; PELLEGRIN et al., 1999)
quanto em animais silvestres (GIRIO et al., 2003; MATHIAS et al.; VIEIRA et al., 2011),
sendo detectado o sorovar Hardjo, amostra CTG (Cantagalo) (PELLEGRIN et al., 1999),
como 0 mais provavel em bovinos, e os sorovares Wolffi e Pomona em veados campeiros;
estes ultimos, também encontrados, respectivamente, por Girio et al. (2003) e Vieira et al.
(2011).

Levantamentos epidemioldgicos para estimativas de prevaléncia, que permitam
inferéncias para uma dada populacdo e tomada de decisdo, devem ser baseados em
amostragem probabilistica desenhada para tal finalidade, sendo o tamanho da amostra
baseado na prevaléncia esperada, nivel de confianca e no erro aceitavel (MEDRONHO et al.,
2009). A execucdo de inquéritos transversais demanda elevado aporte de recursos materiais,
humanos e financeiros, visto que as coletas devem ser executadas no menor prazo de tempo
possivel, sendo que a otimizacdo do uso das amostras obtidas para ampliar o conhecimento do
estado sanitario dos rebanhos tem sido uma pratica cada vez mais comum (CASTRO et al.,
2008; OLIVEIRA, 2010; SILVA, 2012; HASHIMOTO et al., 2012).

A identificacdo dos sorovares mais provaveis nos rebanhos estudados é fundamental
para a tomada de decisdo quanto a melhor estratégia de controle, principalmente no que se
refere a escolha da composicdo dos imundgenos a serem utilizados. Nos diversos
levantamentos soroepidemioldgicos realizados em bovinos, a predominancia de reacdes para
o0 sorovar Hardjo tem confirmado essa espécie como o hospedeiro preferencial deste sorovar
(ELLIS, 1994) atuando como seu reservatério e disseminador junto a populacdo susceptivel
(ARMATREDJO; CAMPBELL, 1975).

A inclusdo de amostras isoladas no Pais (autdctones) em colecbes de antigenos
utilizadas no diagndéstico da leptospirose tem demonstrado aumentar a sensibilidade do teste
de soroaglutinagdo microscopica. Os titulos observados para as estirpes autoctones sao
geralmente mais elevados que os sorovares de referéncia mantidos em laboratério (LEVETT,
2001; OLIVEIRA, 2003; SARMENTO et al., 2002).

O abortamento ¢ a principal manifestacéo clinica da leptospirose crénica em rebanhos
bovinos e, frequentemente, o Unico sinal observado. Em propriedades com grande nimero de
animais, distribuidos em areas extensas e com poucas subdivisbes, ele dificilmente é
registrado, permitindo a manutencdo do agente no rebanho, o que foi apontado em recente
levantamento realizado no estado do Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO et al., 2009).
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O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia de anticorpos antileptospira em uma
amostragem probabilistica de rebanhos e fémeas bovinas em idade reprodutiva, oriundas de
rebanhos bovinos da regido do Pantanal, bem como identificar os principais fatores de risco

relacionados a doenca.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na regido do Pantanal de Mato Grosso do Sul, em uma area
composta por nove municipios e 6.320 propriedades, apresentando um total de 2.157.468
fémeas com mais de 24 meses. Essa regido foi denominada Estrato 1 do Estado de Mato
Grosso do Sul (MS) na estratificacdo utilizada para a realizacdo do inquérito epidemioldgico
para brucelose e tuberculose, cujas amostras foram utilizadas também no presente trabalho. O
Pantanal sul-mato-grossense é constituido por uma area de 70.215 km2, o que representa
19,7% do Estado de Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2003), sendo considerado uma regido

eminentemente de cria de bezerros em virtude de suas peculiaridades ambientais.

Amostragem

Para 0 estrato do Pantanal, foi realizada uma amostragem aleatéria de rebanhos,
baseada em uma prevaléncia esperada de 80%, adaptada de Favero et al. (2001), nivel de
confianca de 95% e erro de 5%, totalizando amostras de 246 propriedades. A amostragem foi
realizada em dois estagios, sendo o rebanho considerado a unidade priméaria e 0s animais,
dentro de cada rebanho, as unidades secundarias (NOORDHUIZEN et al., 1997).

No sorteio das propriedades foi utilizada a listagem das fichas sanitarias fornecidas
pela Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal (lagro) e metodologia de
amostragem descrita por Figueiredo et al., (2009).

A selecdo das fémeas foi feita de forma aleatdria, empregando-se o0 método de
amostragem aleatoria simples ou sistematica. A escolha por um dos métodos foi definida
dividindo o total de fémeas com idade igual ou superior a dois anos existentes na propriedade,
pelo total de fémeas a serem amostradas. Para resultados inferiores a dois, foi empregado o
método de amostragem aleatdria simples; nos casos em que o resultado era superior a dois, foi
empregado o método de amostragem aleatdria sistematica. Embora a amostragem tenha
indicado um numero de 2.601 fémeas a serem colhidas, foram testados 2.766 animais,

visando garantir problemas relativos a perda de amostras.
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As amostras de sangue foram colhidas no periodo de setembro a novembro de 2009,
por puncdo jugular, com agulha descartavel, uma para cada animal, e transportadas para o
Laboratorio de Diagnostico de Doengas Animais (Laddan), da Agéncia Estadual de Defesa
Sanitaria Animal e Vegetal de Mato Grosso do Sul (lagro). Os soros obtidos foram estocados
a -20 °C e depois submetidos ao teste de soroaglutinagdo microscopica de leptospirose, no
Laboratorio de Zoonoses bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Séo Paulo (FMVZ/USP).

Para a realizacdo do diagndstico de leptospirose foi utilizada a técnica descrita
anteriormente por Galton et al. (1965) e Cole, Sulzer e Pursell (1973), empregando uma
colecdo de antigenos vivos, composta por representantes de 22 sorovares patogénicos
(Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Batavie, Canicola, Whitcombi,
Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica,
Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Tarassovi e Sentot) e dois sorovares
saprofitas (Andamana, Patoc). Esses antigenos comp8em a colecdo utilizada no diagndstico
de rotina do Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Universidade de S&o Paulo. Visando
aumentar a sensibilidade de detec¢do da infeccdo na regido estudada, foi também utilizada
uma colecdo representada por antigenos vivos representantes de 12 sorovares patogénicos,
isolados de animais domésticos e silvestres provenientes de varias regifes do Brasil
(Brasiliensis, Pomona, Guaricura, Copenhageni, Canicola (canino), Canicola (suino),
Canicola (bovino), Bananal (capivara), Pomona (suino), e uma provavel espécie nova ainda
ndo identificada, a primeira isolada, obtida no Pantanal, da espécie Cerdocyum thous
(lobinho) na mesma regido de estudo desse trabalho. Os antigenos foram mantidos a 28 °C em
estufa bacteriol6gica BOD, de 5 a 15 dias em meio suplementado com de soro de coelho,
preparado no proprio laboratério. As culturas ndo apresentavam contaminagdo e
autoaglutinacao.

Para a deteccéo da presenca de anticorpos contra Leptospira spp foi utilizada a técnica
de soroaglutinacdo microscopica (SAM). Primeiro, as amostras passaram por uma triagem, na
qual foram consideradas reagentes amostras com dilui¢do igual ou superior a 1:100, com
minimo de 50% de aglutinacdo em microscopia de campo escuro. Apés a triagem, as amostras
reagentes foram tituladas. Para determinacdo do sorovar mais provavel, foram considerados
aqueles que apresentaram maior titulo, sendo desconsiderados da analise quando o titulo mais
alto foi idéntico para dois ou mais sorovares (VASCONCELLOS et al., 1997).


http://www.iagro.ms.gov.br/
http://www.iagro.ms.gov.br/
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Analise dos dados

As prevaléncias aparente (Pa) e real (Pr) para animais, bem como o intervalo de
confianga (IC), foram calculadas conforme Martin, Meek e Willeberg (1987). A Pr foi
estimada ajustando-se o valor de Pa obtido para a especificidade (0,97) e sensibilidade (0,82)
do teste de SAM utilizadas anteriormente por Figueiredo et al. (2009).

Foram estimadas a prevaléncia aparente de rebanho (PaR), de acordo com Martin,
Meek e Willeberg (1987), assim como os intervalos de confianga (IC) das prevaléncias
aparente e real de animais e de rebanhos foram calculados para uma confianga de 95%, de

acordo com 0s mesmo autores.

QUESTIONARIO

Em cada propriedade amostrada, foram realizadas entrevistas com a finalidade de
levantamento de fatores de risco para a doenca na regido estudada. As variaveis de risco
foram distribuidas em uma tabela e analisadas pelo teste de Qui Quadrado (x%) ou pelo teste
exato de Fisher, quando indicado (SAMPAIQ, 1998). As variaveis analisadas compreendiam
tipo de exploracdo (corte, leite, misto), raca dos animais (zebu, europeu de leite, europeu de
corte, outras), numero de matrizes com idades iguais ou superiores a 24 meses, tipo de criacdo
(extensivo, intensivo, semiconfinado), uso de pasto comum e arrendamento de pasto, piquete

maternidade, dentre outras (Anexo 1).

RESULTADOS

A prevaléncia aparente de rebanhos foi de 98%, com 241 dos 246 rebanhos testados
apresentando pelo menos um animal positivo ao teste de soroaglutinagdo microscopica. A
prevaléncia real de rebanhos foi de 97%, considerando-se uma sensibilidade de rebanho e
especificidade de rebanho de 100% e 69,4%, respectivamente. A prevaléncia aparente de
animais foi de 66%, e a prevaléncia real de animais infectados foi de 79,80%, com intervalo
de confianca (IC) 95% (78,3-81,3), considerando-se uma sensibilidade e especificidade
individual do teste de soroaglutinagdo microscopica, respectivamente, de 82% e 97%. Foram
estimados os valores preditivos positivo e negativo de rebanho para rebanho, respectivamente,
de 99,07% e 81,30%, e de animais, respectivamente, de 99,07% e 57,7%.
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Nos Quadros 1 e 2 sdo identificados os sorovares mais prevalentes, tanto os incluidos
na colecdo de antigenos recomendada pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS) quanto os
detectados por meio da utilizacdo de uma colecdo de antigenos composta de isolados de
leptospiras de vérias espécies animais do Brasil e depositadas na colecdo da Universidade de
Sao Paulo.

Os sorovares mais prevalentes, detectados frente a colecdo recomendada pela OMS
(Quadro 1), dentre os mais provaveis foram o Hardjo, com percentuais de animais reagentes
variando de 5,88% (Sonora) e 63,64% (Ladario) e o sorovar Wolffi, cujos percentuais de
reacOes detectadas variaram de 7,72% (Rio Verde) a 59,98 % (Sonora). Quando 0s soros
foram testados frente a colecdo de antigenos composta pelas estirpes autdctones, foram
detectadas reacfes para M4/98, M9/99, LO-1, LO4, LO 14, 2CAP em diversos municipios,
mas em percentuais bastante baixos. Entretanto, para o isolado obtido na regido de estudo, da
espécie Cerdocyum thous, M110/2006, somente reagiram soros provenientes de propriedades
dos municipios de Corumba e de Miranda (Quadro 2).

No Quadro 3 sdo demonstradas as estimativas de prevaléncia aparente e real de
rebanhos e de animais com ajuste realizado pelas caracteristicas do teste empregado e sua
capacidade de classificacdo correta de animais (sensibilidade do teste), ou de rebanhos
doentes (sensibilidade de rebanho), ou de animais ou rebanhos sadios (especificidade do
teste/especificidade de rebanho), por meio da detecgéo individual.

Os fatores de risco identificados, de Qui Quadrado ou teste exato de Fisher, conforme
0 caso (p>= 0,2), e subsequente estimativa do Odds Ratio, foram considerados significativos e

estdo agrupados no Quadro 4.
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Quadro 1 - Rebanhos e animais reagentes no teste de soroaglutinagdo microscopica para leptospirose
e suas variantes soroldgicas mais provaveis, no ano de 2009, nos municipios que compdem a regido do

Pantanal sul-mato-grossense, utilizando a colecdo de antigenos recomendada pela OMS

N° de reagentes Sorovares mais provaveis (%)**
B - 3
=S 2
e S S K% = ms
Municipios S % g S a = .ﬂ
= 3 N = = <) k=) 2
12} = > o Q © =) I =
S 2 e 8 2 3 8 8 £ « c
s & 2 £ E 5 & 2z 58485 E
2 = = S © & £ ® g &g g £ =2
& < S T =2 5 63 @ 38F 8 <&
Aquidauna 41 327 99 284 143 0,31 581 0,31 15 0,0 3,9 0,6 0,0
Bodoquena 27 198 66 31,8 161 0,0 455 0,0 0,0 0,0 2,0 1,0 0,
Corumba 25 224 27 473 80 00 00 0000003604 04
Coxim 36 294 93 22,1 22,8 1,70 4,42 1,70 0,0 0,0 2,7 0,3 0,0
Ladario 6 11 1 636 91 00 00 000000000000
Miranda 25 173 38 23,7 237 231 1,73 0,0 06 0,0 3,4 0,0 0,6
Porto Murtinho 30 276 96 109 196 00 326 0,3 00 00 36 1,1 0,0
Rio Verde 40 272 92 389 7,7 0,74 257 0300 00 22 03 0,0
Sonora 11 51 12 59 509 00 0,0 13,7 0,0 0,0 1,9 3,9 0,0

Totais 241 1826

! Total de rebanhos com pelo menos um animal positivo.

?Total de animais com reacéo para pelo menos um sorovar.

* NUmero de reacdes aproveitadas, sendo desconsideradas aquelas com titulo mais alto idéntico para dois ou
mais sorovares.

** Percentual de reagOes por sorovar, considerando apenas 0s reagentes mais provaveis.

*** nr: ndo reagente.

Fonte: Elaborada pelos autores
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Quadro 2 - Rebanhos e animais reagentes, por municipio, no teste de soroaglutinacdo microscopica

para leptospirose no Pantanal de Mato Grosso do Sul e suas variantes soroldgicas mais provaveis em

246 rebanhos e 2.766 animais, no ano de 2009, utilizando uma colecdo de antigenos composta de

estirpes de leptospiras isoladas no Brasil

N° de reagentes

Estirpes isoladas no Brasil mais provaveis (%)**

o 2%, 0 X o a 9
Municipios § %’; § % ég §E§ OE § § § ;‘; § § g
gE<gTg 35 = = 3 TN 3
Aquidauna 41 327 99 0,0 00 24 03 03 15 12 06 00
Bodoquena 27 198 66 0,0 00 00 00 10 051 00 00 00
Corumba 25 224 27 00 00 13 00 04 00 23 00 04
Coxim 36 294 93 00 00 20 00 07 13 0,7 03 00
Ladario 6 11 1 00 00 00 00 91 00 91 00 00
Miranda 25 173 38 0,0 00 29 06 06 05 05 00 11
Porto Murtinho 30 276 9% 0,0 00 00 07 18 58 14 00 00
Rio Verde 40 272 92 0,0 00 03 07 03 22 07 03 00
Sonora 11 51 12 00 00 00 00 00 00 00 00 00
Totais 241 1826 524

! Estirpes de leptospiras isoladas de diferentes espécies animais no Brasil.

% Total de rebanhos com pelo menos um animal positivo.

®Total de animais com reacéo para pelo menos um sorovar.
* NUmero de reacdes aproveitadas, sendo desconsideradas aquelas com titulo mais alto idéntico para dois ou

mais sorovares.

** Percentual de rea¢Bes por sorovar, considerando apenas os reagentes mais provaveis.

***nr: ndo reagente.
Fonte: Elaborada pelos autores
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Quadro 3 - Prevaléncia aparente e real, especificidade e sensibilidade e valores preditivos e rebanhos

e animais amostrados em inquérito soroldgico realizado para a leptospirose bovina em matrizes na

regido do Pantanal de Mato Grosso do Sul em 2009

PrevApaR  PrevRR IC SeR EspR VPPR VPNR
98% 97% (94,9-99,2) 100% 69% 99,07% 81,30%
PrevAA PrevRA IC Se Esp VPP VPP
66% 79,80% (78,3-81,3), 82% 97% 99,07% 57,7%.

PrevApaR= Prevaléncia Aparente de Rebanhos
PrevRR- Prevaléncia Real de Rebanhos

IC= Intervalo de Confianga

PrevAA= Prevaléncia Aparente de Animais
PrevRA= Prevaléncia Real de Animais

Fonte: Elaborada pelos autores

Quadro 4 - Fatores de risco para a leptospirose nos rebanhos estudados que apresentaram p< 0,20 na

analise univariada e seus respectivos valores de Odds Ratio (OR)

Fator de risco Negativos Positivos p= OR
Exploragdo

Corte 4 150 0,04* 5,92(1,23-8,50)
Leite 3 19 0,01** 0,29(0,05-1,91)
Mista 2 43 0,625 1,74(0,31-0,85)
Tipo de propriedade

Chécara/lote/sitio 6 56 0,0160* 5,57(1,35-3,03)
Fazenda 3 156

Presenca de equinos

Sim 4 185 0,039*

8,56(2,16-3,89)

Néo 5 27

Presenca de ovinos e caprinos

Sim 7 107 0,17

0,29(0,06-1,43)

Né&o 2 105

No. de fémeas em reprodugao

<=100 8 119 0,0820 0,16(0,02-1,30)
>=100 1 93

Racas

Zebu 3 156 0,0160* 5,57(1,35-3,03)
Mestico/Europeu/outras 6 56

*Teste exato de Fisher
Fonte: Elaborada pelos autores
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DISCUSSAO

Nos nove municipios que compdem a regido do Pantanal sul mato-grossense, foram
detectados rebanhos e animais sororreagentes para leptospirose bovina. A prevaléncia
aparente de rebanhos foi de 98%, com 241 dos 246 rebanhos testados apresentando pelo
menos um animal positivo no teste de SAM. A prevaléncia real de rebanhos, ajustada para a
SenR (100%) e EspR (69,4%), foi de 97%. A prevaléncia aparente de animais foi de 66%,
sendo tambem ajustada considerando-se uma sensibilidade e especificidade individual da
SAM respectivamente de 82% e 97%, estimando a prevaléncia real de animais infectados em
79,80% com IC de 95% (78,3- 81,3).

Resultado semelhante foi observado por Favero et al. (2001) no estado de Mato
Grosso do Sul, onde 100% dos municipios apresentaram pelo menos um animal sororreagente
em todos os rebanhos amostrados. Fontana (2011), estudando a relacdo epidemiolégica
existente entre duas popula¢fes simpétricas de mamiferos no Pantanal do Mato Grosso do
Sul, bovinos e porcos-monteiros, amostrou 12 propriedades e testou 266 amostras,
encontrando um percentual de soropositividade para a leptospirose de 76,69% (204), com
maior ocorréncia de reagbes para os sorovares Hardjo, Tarassovi e Grippotyphosa. A
prevaléncia dos sorovares Icterohaemorrhagiae e Pomona nos bovinos foi, entretanto, de
apenas 3,75% e 3%, respectivamente, embora nos suinos ferais estes tenham sido os sorovares
mais frequentes.

A prevaléncia de leptospirose bovina nos rebanhos amostrados no presente inquérito
foi a mesma encontrada em outros inquéritos transversais com desenho amostral similar,
como os conduzidos por Aguiar et al. (2006), no municipio de Monte Negro, Rondénia, de
95,3% (IC, 95%: 88,5 — 98,7%) por Homem et al. (2000) no municipio de Uruara, Para, que
estimou prevaléncia de rebanho também elevada, de 97% (IC 95%: 90,9 — 99,5%). Oliveira
(2010), no Estado da Bahia, também realizou estimativas de prevaléncias de rebanho e
individual, que ficaram em 77,93% e 45,42%, respectivamente, com base em uma
amostragem probabilistica de diferentes regides do estado, indicando haver diferenga
significativa entre as prevaléncias observadas nos diferentes circuitos pecuarios amostrados.

O inquérito realizado por Figueiredo em 2007 em outro estrato do Mato Grosso do
Sul, composto de 22 municipios, demonstrou a presenca de fémeas em reproducao
sororreagentes em 85% dos rebanhos (161) e 98,8% dos animais (1.801). Os ICs (95%) para a
prevaléncia aparente e real de rebanhos foi de 90,4% (IC 95%: 95,1%-85,8%) e 85,2% (IC

95%: 80,1% -90,2%). A prevaléncia de animais foi de 81,1%, sendo 0s sorovares mais
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prevalentes o Hardjo (65,6%), seguido do sorovar Wolffi (12,3%), semelhante ao encontrado
no presente estudo. Deve-se ressaltar que, no trabalho realizado por Figueiredo (2007), o
ponto de corte utilizado para classificar um rebanho como positivo foi o achado de quatro
animais reagentes frente ao teste SAM, enquanto que, no presente estudo, foi de apenas um
animal. Assim, como 0s inquéritos acima citados, o presente trabalho é o primeiro desenhado
com o objetivo de estimar a prevaléncia da leptospirose em fémeas em reproducdo no
Pantanal, destacando-se sua importancia pelo fato de essa regido ser eminentemente de cria,
tendo no bezerro desmamado seu principal produto. Dessa forma, investigaces que permitam
inferéncias sobre possiveis causas de perdas reprodutivas podem ter uma aplicacdo no
estabelecimento de um calendario sanitario profilatico que otimize a fertilidade do rebanho.

Oliveira (2010) avaliou 1.414 propriedades e 10.823 soros de fémeas em idade
reprodutiva de rebanhos bovinos do estado da Bahia, estimando as prevaléncias de rebanho e
individual em 77,93% e 45,42%, respectivamente, indicando uma diferenca significativa entre
as prevaléncias observadas nos diferentes circuitos pecuarios amostrados. Nesse trabalho, foi
evidenciada a predominéncia de reacBes para 0s sorovares Hardjo (Hardjoprajitno) em
34,39% dos rebanhos, e fatores de risco, tais como compra de reprodutores, presenca de
suinos e de cervideos na propriedade, areas alagadicas, aluguel de pasto e racas
especializadas.

A utilizacdo de estirpes autdctones, tanto para uso como antigenos no diagndéstico
sorolégico quanto na producdo de vacinas, € uma forma de aumentar a acurécia do teste de
SAM, minimizando a ocorréncia de animais falsos negativos e falsos positivos, metodologia
que tem sido utilizada por alguns autores, tanto no diagnostico de leptospirose em bovinos
(SARMENTO et al., 2002) quanto em animais silvestres (VIEIRA et al., 2011, 2013). Na
soroaglutinacdo microscépica para leptospirose, a colegdo de estirpes empregadas como
antigenos, idade e densidade dos cultivos, dilui¢do final dos soros, temperatura e tempo de
incubacdo, sdo fatores que influenciam diretamente na obtencdo dos resultados
(NOORDHUIZEN et al., 1997; SARMENTO et al., 2012). O presente estudo utilizou, além
da colecdo de antigenos recomendada pela OMS, uma cole¢do complementar de isolados
autoctones. Um dos antigenos empregados na colecdo de sorovares autoctones foi isolado de
um Cerdocyum thous capturado na mesma regido onde foi realizado o presente trabalho. O
uso da colecdo de isolados autoctones ndo pareceu agregar maior sensibilidade a deteccdo dos
animais sorologicamente positivos, apesar de Sarmento et al. (2012) detectarem uma elevagao
em 6% de reacGes encontradas para a leptospira quando a colecdo de antigenos

convencionalmente empregada era ampliada com a agregacdo dos sorovares autOctones,
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posicionando o sorovar Guaricura como 0 mais reagente nos soros testados provenientes do
Estado de Mato Grosso do Sul, seguidos pelos sorovares Hardjo e Shermani. Nesse trabalho,
os sorovares Hardjo e Wolffi foram os mais prevalentes, sugerindo que a leptospira mantém-
se na populacdo bovina de forma autossustentavel, pois nem mesmo o antigeno autoctone
(M110/2006) isolado em animal silvestre na propria regido de estudo foi detectado de forma
significativa na populacdo. O sorovar Hardjo ja foi isolado de bovinos no Brasil, sendo
também tipificado por Moreira (1994). Apesar disso, ndo ha registros no Brasil de isolamento
do sorovar Wolffi a partir de bovinos, ja tendo havido isolamentos de roedores silvestres
(Akodon arviculoides) (CORREA et al., 1965, 1967 apud SARMENTO, 2012), camundongos
(Mus musculus) (GIORGI et al., 1984), e mesmo do homem (CORREIA et al., 1965). A
manutencdo da doenca dentro da propria populacéo bovina também pode ser concluida pelos
resultados apresentados por Fontana (2011), que demonstrou que 0S Ssorovares mais
frequentes em bovinos sdo registrados em baixissimos niveis em suinos ferais, mesmo
vivendo em simpatia. No trabalho realizado pela autora, em parte da mesma area de estudo no
Pantanal do Mato Grosso do Sul, foram detectados niveis de positividade de 47,74% para o
sorovar Hardjo em bovinos, e somente 0,66% para suinos ferais, enquanto que, nessa ultima
populacédo, os sorovares mais frequentes foram a Icterohaemorrhagiae (44,37%) e Pomona
(19,2%), sorovar esse também encontrado com maior frequéncia em veados campeiros por
Vieira (2011).

Os sorovares Hardjo e Wolffi tém sido encontrados como 0s mais prevalentes em
bovinos em inimeros trabalhos, como os realizados por Favero et al. (2001), que abrangeu 21
estados do Brasil; por Lilenbaum e Souza (2003), no Rio de Janeiro, com frequéncias de
animais reagentes de 43,8% para o sorovar Hardjo e 24,7% para o Wolffi e, na mesma érea de
estudo, por Pellegrin et al., em 1999, tanto em animais quanto em rebanhos.

Trabalho com desenho experimental semelhante, mas com abrangéncia para todo o
Estado de Séo Paulo, foi realizado por Castro et al., em 2008, permitindo uma estimativa da
prevaléncia de leptospirose, tanto em rebanhos quanto em animais, identificando os sorovares
Hardjo (46%) e Wolffi (21%) associados como os de maior frequéncia, seguidos pelos
sorovares Shermani (8,9%), Autumnalis (4,4%) e Grippotyphosa (3,9%).

No presente trabalho, o levantamento de fatores de risco associados a leptospirose foi
principalmente ao tipo de propriedade (OR 5,57 [1,35-3,03]; p= 0,0160), a raca zebuina (OR
5,57 [1,35-3,03]; p= 0,0160) e ao tipo de exploragéo de corte (OR 5,92 [1,23-8,50]; p=0,04),
embora fatores aparentemente significativos, como presenca de equinos (OR 8,56 (2,16-3,89;

p= 0,039) possam também ser associados ao tamanho de rebanho e tipo de exploragéo, dado
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que, em propriedades de maiores dimensdes, 0 manejo do rebanho depende do cavalo de
montaria e nelas sdo mantidos grandes rebanhos equinos. Figueiredo et al. (2009) encontrou
associacdo positiva entre tipo de criacéo e raca e a presenca de anticorpos para a leptospirose,
indicando que a doenca tem maior risco de ocorrer em grandes rebanhos. As mesmas
conclusbes foram considerados por Castro et al. (2008). Esses autores também apontaram
uma distribuicdo da doenca em todo o estado, sem significativa associacdo aos fatores de
risco, evidenciando que o sorovar Hardjo esta amplamente distribuido no Estado de Sao
Paulo, sem relagdo com o tipo de exploracdo, manejo e préaticas de reproducdo adotadas nos
rebanhos. Outras variaveis estudadas, como a presenca de areas alagadicas na propriedade,
presenca de animais silvestres, assisténcia veterinaria, presencga de suinos, caprinos ou ovinos,
bem como disponibilidade, ou ndo, de assisténcia veterinaria, também ndo demonstraram
nenhuma associacdo com a prevaléncia da doenca, provavelmente porque o levantamento
realizado por meio do questionario para essas variaveis teve uma abordagem qualitativa e foi
realizado em uma época considerada seca, quando tanto a precipitacdo pluviométrica quanto a
distribuicdo espacial de areas alagadicas é reduzida.

A leptospirose bovina encontra-se presente em todos 0s municipios estudados,
observando-se alta prevaléncia, tanto em animais como em rebanhos, com pelo menos um
animal reagente a prova soroldgica. Apesar de os sorovares Hardjo e Wolffi serem os mais
prevalentes neste estudo, ndo sdo os Unicos a circularem na populacdo bovina da regido,

devendo isto ser considerado para aplicacdo de praticas de profilaxia e controle da doenca.
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ANEXO |

Questionario aplicado nas propriedades rurais

Cadigo de cadastro no servigo de defesa:

01-1dentificacao: -
02 — Data da visita e
colheita: / /

Municipio: UF:

Proprietéario: 03 — Cédigo do rebanho no estudo (8
digitos)

Propriedade:

04 — Coordenadas

Lat: ° ¢

113
.

Lon  °

3

05-
06-
07-
08-
- Producéo de leite: a) N° de vacas em lactagdo:

10-
11-

Tipo da Exploragio: [ corte O leite T mista

Tipo de Criagéo: O confinado [ semiconfinado [ extensivo

N° de ordenhas por dia: 0O 1 ordenha 0 2 ou 3 ordenhas [ Néo ordenha

Tipo de ordenha: O manual O mecanica ao pé [ mecanica em sala de ordenha [ N3o ordenha

b) Producéo diaria de leite na fazenda: litros
Usa inseminagéo artificial? Ongo Ousa inseminag&o artificial e touro O usaso inseminacdo artificial
Raca predominante - Bovinos: Ozebu O europeu de leite O europeu de corte O mestico O outras racas
-Bubalinos: O murrah O mediterraneo [ carabao O jaffarabadi O outras racas

50

12(a)- Bovinos existentes 12(b)- Bubalinos existentes

Machos | Machos inteiros Fémeas Machos | Machos inteiros Fémeas

Castrados (meses) (meses) Castrados (meses) (meses)

Total 0-16-]12-|>|0-|6-]12-| > Total 0-|6-|12-|>10-| 6-
6 (12|24 24|16 (12| 24 24 6112|24 24| 6 |12

12-
24

24

13- Qutras especies na propriedade: O ovinos/caprinos O equideos O suinos O aves O cdo O

gato

14- Espécies silvestres em vida livre na propriedade: O ndo tem O cervideos O capivaras O

15- Alguma vaca/bufala abortou nos dltimos 12 meses? O ndo O sim O n&o sabe

16- O que faz com o feto abortado e a placenta? O enterra/joga em fossa/queima O alimenta

porco/céo O néo faz nada

17- Faz testes para diagnostico de brucelose? O ndo O sim




o1

Regularidade dos testes: O uma vez ao ano O duas vezes ao ano O quando compra
animais O quando h& casos de aborto na fazenda O quando exigido para

transito/eventos/crédito
18- Compra fémeas ou machos com finalidade de reproducéo? O ndo O sim

Onde/de quem: O em exposicdo O em leildo/feira O de comerciante de gado O

diretamente de outras fazendas
19- Vende fémeas ou machos para reproducao? O ndo O sim

A quem/onde: O em exposic¢do O em leildo/feira O a comerciante de gado O diretamente a

outras fazendas

20- Vacina contra brucelose? O ndo O sim, apenas fémeas até 8 meses de idade O sim, fémeas

de qualquer idade

21- Local de abate das fémeas e machos adultos no fim da vida reprodutiva: O na prépria
fazenda O em estabelecimento sem inspe¢do veterinaria O em estabelecimento de abate

com inspecdo veterinria O ndo abate
22- Aluga pastos em alguma época do ano? O ndo O sim
23- Tem pastos em comum com outras propriedades? O ndo O sim
24- Existem na propriedade areas alagadicas as quais 0 gado tem acesso? O ndo O sim
25- Tem piquete separado para fémeas na fase de parto e/ou pés-parto? O ndo O sim
26- A quem entrega leite? O cooperativa O laticinio O direto ao consumidor O ndo entrega
27- Resfriamento do leite: O ndo faz O faz

Como: O em resfriador ou tanque de expansdo préprio O em resfriador ou tanque de

expansdo coletivo
28- A entrega do leite ¢ feita a granel? O ndo O sim

29- Produz queijo e/ou manteiga na propriedade? O ndo O sim Finalidade: O p/ consumo

préprio O p/ venda
30- Consome leite cru? O ndo O sim
31- Tem assisténcia veterinaria? O ndo O sim

De que tipo? O veterinario da cooperativa O veterinério particular



32- Compartilha aguadas\bebedouros com animais de outra(s) propriedade(s)? O ndo O sim

NOME DO VETERINARIO

ASSINATURA
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