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RESUMO

As ragas bovinas localmente adaptadas aos diferentes ecossistemas brasileiros
caracterizam-se como uma alternativa para producdo de alimentos, por
apresentarem entre outras caracteristicas, maior resisténcia a enfermidades. O
objetivo geral foi avaliar a situacéo epidemiolégica da brucelose e da leptospirose
em nuacleos de conservacdo de bovinos Curraleiros Pé Duro e Pantaneiros no
Cerrado e Pantanal, utilizando métodos sorolégicos e moleculares no diagndstico
de rebanho destas enfermidades. Foram testados soros de 1.280 bovinos
Curraleiros e 248 bovinos Pantaneiros em amostragem de conveniéncia. Para
diagndstico de leptospirose empregou-se a soroaglutinacdo microscopica (SAM) e
para brucelose adotou-se o teste de antigeno acidificado tamponado (AAT) e
confirmacédo pelo teste de soroaglutinacdo lenta e 2 mercaptoetanol (2 - ME).
Além dos métodos soroldgicos descritos, foi empregada a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para deteccdo de infec¢do por Brucella spp. e Leptospira spp.
em bovinos Curraleiros Pé Duro, para avaliar a concordancia dos resultados de
tais testes. A frequéncia de brucelose em bovinos Curraleiros foi de 0,7% para
animais e 25% para rebanhos, enquanto os Pantaneiros foram soronegativos para
Brucella abortus. A frequéncia anticorpos anti-Leptospira em bovinos Curraleiros
foi de 44,8% e em Pantaneiros 51,2%. 100% dos rebanhos apresentaram animais
soropositivos. Os fatores associados a leptospirose em bovinos Curraleiros foram
acesso a area alagadica, ocorréncia de abortos, vacinacdo contra leptospirose e
pratica de abate na propriedade. Para bovinos Pantaneiros os fatores associados
foram sexo e idade, com maior risco para fémeas na faixa etaria entre 12 e 24
meses. Conclui-se que a brucelose apresenta baixa frequéncia em bovinos
Curraleiros Pé Duro e esta controlada em Pantaneiros. A leptospirose revelou-se
amplamente disseminada nos nucleos de criacdo de bovinos de racas localmente
adaptadas. Nas duas racas o0s sorovares mais prevalentes foram Hardjo e Wolffi
reforcando o papel dos bovinos como fonte de infec¢éo no rebanho. A ocorréncia
de positividade para sorovares adaptados a fauna silvestre local sugere a
participacdo da mesma na epidemiologia da leptospirose bovina nos nucleos de
conservacdo das racas. A concordancia dos resultados obtidos pela PCR em

amostras sanguineas e pela sorologia para identificacdo da infeccédo por Brucella
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spp. e Leptospira spp. foi fraca, o que reforca da necessidade de validacdo da
PCR tendo em vista que o diagndstico € mais confidvel quando obtido por meio
de varios métodos.

Palavras-chave: Cerrado, diagnostico, Pantanal, racas bovinas locais, zoonoses
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SEROEPIDEMIOLOGICAL AND MOLECULAR MONITORING OF
BRUCELLOSIS AND LEPTOSPIROSIS IN NUCLEUS OF |IN SITU
CONSERVATION OF CURRALEIRO “PE-DURO” AND PANTANEIRO BREEDS

Abstract

The locally adapted breeds to different Brazilian ecosystems characterized as an
alternative to food production, for presenting, among other characteristics, greater
resistance to diseases.The main objective of this study was to evaluate the
epidemiological situation of brucellosis and leptospirosis in nucleus of in situ
conservation of Curraleiro and Pantaneiro bovine breeds in Cerrado and Pantanal
biomes by serological and molecular diagnosis of these diseases in the livestock.
We analyzed serum of 1,280 Curraleiro and 248 Pantaneiro animals on
convenience sampling. We employed microscopic agglutination test, for the
diagnosis of leptospirosis and the buffered acidified antigen test (Rose Bengal plate
test) for brucellosis and 2-mercaptoethanol test for confirmation. The frequency of
brucellosis in Curraleiro was 0.7% for animals and 25% for herds. In Pantaneiros,
all animals tested were negative for Brucella abortus. The frequency of anti-
Leptospira antibodies was 44.8% in Curraleiro and 51.2% in Pantaneiros, and 100%
of the herds of both breeds showed positive animals. The factors associated with
leptospirosis were access to wetland, abortions, vaccination against leptospirosis
and practice of slaughtering in the propertyfor Curraleiro breed; and sex and age,
with the highest risk for females aged between 12 and 24 months for Pantaneiro
breed. Serological methods were employed above and polymerase chain reaction
(PCR) for detecting infection by Brucella spp. and Leptospira spp. in cattle, to
evaluate the concordance of the results of such tests. Brucellosis shows low
frequency in Curraleiro cattle and is controlled in Pantaneiro. Leptospirosis was
widely disseminated in nucleus of in situ conservation. In both breeds the serovars
Hardjo and Wolffi were the most prevalent, which reinforce the function of bovine as
a source of infection in the herd. However, the presence of reactions to serovars
characteristic of wild animals suggests the involvement of local wildlife in the
epidemiology of bovine leptospirosis in these nuclei of in situ conservation. The

correlation of results obtained by serology and PCR to identify infection by Brucella
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spp. and Leptospira spp. was weak, which reinforces the idea that the diagnosis is

more reliable when more than one method is employed.

Keywords: Cerrado, diagnosis, local bovine breeds, Pantanal, zoonosis



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

Varios processos sociais e ecolégicos atuais tém favorecido a
emergéncia e reemergéncia de doencas infecciosas com epidemiologia complexa.
No Brasil, impactos negativos de atividades econdmicas mal gerenciadas, em
biomas como Cerrado e Pantanal sdo evidentes. Diante dessa perspectiva, é
sabido que a exposicdo a patégenos tem aumentado, principalmente em
decorréncia de maior contato entre seres humanos e rebanhos de animais
domésticos e silvestres que habitam esses nichos ecologicos.

O reconhecimento e a valorizacéo da inter-relacdo entre a salude animal
e a humana tém estimulado a atuacdo conjunta de varias instituicbes no
gerenciamento da saude global. Profissionais de diferentes areas tém
desenvolvido estudos relacionados aos sistemas de vigilancia de zoonoses e
salde publica para controle de patégenos, antes que estes afetem a saude
humana, os suprimentos de alimentos, a economia mundial e a biodiversidade.

Na tentativa de minimizar o impacto de ac¢Bes antrdpicas, como a
pecuaria, tem-se buscado alternativas para o desenvolvimento sustentavel desta
atividade. Nesse contexto, a opcdo pela criacdo de racas bovinas localmente
adaptadas aos diferentes ecossistemas brasileiros, surgiu como alternativa para
geracdo de alimentos e renda, além de serem considerados mais resistentes a
enfermidades. Contudo, diante pressdo de selecdo em busca de maior
produtividade, bovinos de racas locais foram cruzadas com linhagens exaéticas a
ponto de encontrarem-se quase totalmente absorvidas. Atualmente, quatro das
cinco ragas bovinas locais existentes no Brasil estédo sob risco de extingao.

Estudos ecoldgicos permitem a identificacdo de regides sob maior risco
em relacdo a meédia global, seja no campo de andlises exploratorias, mapeando
doencas, seja na busca por modelos explicativos, identificando diferenciais de
risco e apontando medidas preventivas. Assim, a execucao de pesquisas na area
de sanidade esta entre as estratégias que podem ser empregadas para melhorar

o desempenho reprodutivo e qualidade do material genético a ser preservado. A



geracdo de dados epidemiologicos norteia o desenvolvimento de medidas de
controle, a fim de minimizar os impactos de enfermidades na preservacédo das
racas adaptadas. E nesse contexto que esse estudo se insere, ao buscar
determinar e analisar fatores relacionados a ocorréncia de doencas como
brucelose e leptospirose em bovinos de ragas localmente adaptada: Curraleiros e

Pantaneiros.

1.2 Estado da arte

1.2.1 Racas brasileiras bovinas locais

A domesticacdo dos animais iniciou-se ha cerca de 12.000 anos,
periodo no qual diversas subpopula¢gdes evoluiram, em decorréncia da adaptacao
exigida pela migracdo do homem ao longo dos séculos. Estes animais sofriam
pressdo de selecdo pelas condicbes climaticas, parasitas, doencas,
disponibilidade variavel de alimentos e outros critérios definidos pelo homem
(MARIANTE et al., 2008). Os produtores controlavam a reproducdo de maneira
sustentavel, pois utilizavam os individuos com os melhores fenétipos, permitindo o
fluxo génico e prevenindo a deriva genética em nivel regional. Como resultado,
bovinos, ovinos e caprinos adaptaram-se ao ambiente local, suprindo as
necessidades das populacdes locais (TABERLET et al., 2011).

Contudo, a introducdo do conceito de raca mudou drasticamente a
situacdo. A pressdo de selecdo sobre as populacdes locais foi intensificada,
seguindo-se a padronizacdo das caracteristicas morfologicas e do desempenho
dos animais. Apesar de ter propiciado 0 aumento na produtividade, a eficiéncia
dos métodos modernos de selec¢do, conduziu a uma diminuicdo dramética na
variabilidade genética. A pressdo econd6mica sobre os pecuaristas os levou a
abandonar a exploragéo de ragas locais tradicionais, culminando com a extingédo
de algumas delas. Tal fato indica que 0s recursos geneéticos animais estao
seriamente ameacados, sendo necessaria a implementacdo de medidas que

promovam a gestao sustentavel dos recursos genéticos (TABERLET et al., 2011).



Esta constatacdo fez com que importantes instituicdes mundiais, como
a Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacédo (FAO)
buscassem mobilizacdo para gestdo racional dos recursos genéticos animais.
Partindo da premissa de que 0 uso e a conservacao dos recursos genéticos sao
inseparaveis, iniciou-se em 1991 um levantamento sobre a situacéo das principais
espécies de animais domésticos. Desde entdo, programas mundiais de
conservacao tém buscado evitar a perda da diversidade genética causada pela
extincdo de racas e populagdes (EGITO et al., 2002).

Baseando-se em relatérios nacionais apresentados por 169 paises,
cujo conteudo trazia uma andlise do estado da biodiversidade no setor pecuério, a
FAO (2007) publicou documento sobre o estado mundial dos recursos genéticos
animais para alimentacéo e agricultura, constituindo a primeira avaliacdo global
sobre o tema. No mesmo ano, a comunidade internacional adotou o primeiro
Plano de Acdo Mundial para os Recursos Genéticos Animais, que compreendia
estratégias destinadas a combater a erosdo da diversidade genética animal
utilizando, de forma sustentavel os recursos genéticos animais. O citado plano foi
adotado por 109 paises, incluindo o Brasil, durante a Conferéncia Técnica
Internacional sobre Recursos Genéticos Animais, realizada na Suica. Esse evento
culminou com a adocao da Declaracao de Interlaken, por meio da qual os paises
signatarios confirmaram suas responsabilidades comuns e individuais pela
conservacao, assim como pelo uso sustentavel e desenvolvimento dos recursos
genéticos animais para a alimentacao e a agricultura (FAO/Embrapa, 2010).

Na América Latina, os bovinos de raca local ou crioula foram a base da
pecuaria durante quase cinco séculos. No Brasil, diversas racas se
desenvolveram a partir de animais trazidos pelos colonizadores. Estas se
adaptaram as condicbes encontradas nas regides do Pais, adquirindo
caracteristicas Unicas como rusticidade, prolificidade e, provavelmente,
resisténcia a parasitas e doencas encontradas nas diversas regides brasileiras.
Na busca de melhoria na produtividade, algumas populacdes locais foram sendo
cruzadas com linhagens exoéticas, sem o devido planejamento sistematico de
melhoramento, a ponto de encontrarem-se quase totalmente absorvidas. Este
modelo produtivo, que ainda persiste em muitas regides, tem levado a diminui¢ao

e ao desaparecimento de algumas ragas locais. Atualmente, dentre as cinco ragas



bovinas localmente adaptadas existentes no Brasil, quatro encontram-se em risco
de extincdo. O gado Curraleiro e Pantaneiro estao entre elas (FIORAVANTI et al.,
2011).

Para que este importante material genético ndo fosse perdido, em
1983, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) incluiu a
conservacao dos recursos genéticos animais em seu programa de conservacao.
A conservacdo vem sendo realizada por diversos centros de pesquisa da
Embrapa, universidades, empresas estaduais de pesquisa, bem como por
criadores particulares (EGITO et al., 2002; MARIANTE et al., 2008).

N&o se sabe concretamente a origem dos bovinos trazidos a América
pelos conquistadores. Acredita-se que o0s bovinos ibéricos sejam 0s ancestrais
dos bovinos crioulos e sua dispersdo pelas diversas regides brasileiras tenha
determinado um processo de selecdo natural em diferentes populacbes que se
adaptaram as circunstancias locais (PRIMO, 1992). Para CARVALHO & GIRAO
(1999), o gado conhecido em alguns estados como Pé-duro (Piaui e Maranhao)
ou Curraleiro (Goias e Tocantins), seriam descendentes da raca Mirandesa, mais
particularmente da variedade Beiroa, presente em Portugal e na provincia
espanhola de Leon. Porém, é provavel que tenham vindo de diferentes grupos
genéticos, que na época ainda ndo eram estabelecidos como raca. Esses bovinos
adequaram-se gradativamente as pastagens de baixa qualidade, as condicdes de
baixa umidade, ao calor e outros fatores adversos. O resultado dessa selecéo
natural foi a sobrevivéncia de animais muito resistentes e adaptados a condi¢ces
desfavoraveis dos tropicos.

A raca Curraleiro Pé Duro esta presente nos Estados de Goias, Bahia,
Maranhdo, Piaui, Para e Tocantins. Para evitar seu desaparecimento, em 1997,
apoiado pela Embrapa, foi criada e registrada no Ministério da Agricultura e
Abastecimento, a Associacdo Brasileira de Criadores do Gado Curraleiro —
ABCGC, sediada em Mara Rosa, Goias, com finalidade de representacdo e
defesa de criadores (SERRANO, 2001). No ultimo censo de bovinos Curraleiros
verificou-se um efetivo populacional de 3.692 animais, numero considerado baixo,
tornando a raca vulneravel a extingdo. O sistema de producdo empregado nestas

propriedades se caracterizou pelo nivel médio de tecnologia, com baixos custos



de produgéo, pouco retorno econdmico e risco de endogamia (FIORAVANTI et al.,
2011).

Na tentativa de minimizar o impacto de acdes antrdpicas, como a
pecuaria, tem-se buscado alternativas para o desenvolvimento sustentavel e
geracdo de renda que atinjam principalmente as populacdes proximas as areas
de preservacdo. Neste contexto foi elaborado um projeto que visasse maior
conhecimento sobre as racas naturalizadas que fazem parte deste modelo de
sustentabilidade. Assim, foi proposto um estudo intitulado “Gado Curraleiro: uma
alternativa para o desenvolvimento sustentavel do Cerrado”, com o envolvimento
de pesquisadores e alunos de diferentes instituicbes de ensino e pesquisa:
Universidade Federal de Goias (UFG), Universidade de Brasilia (UnB),
UNESP/Jaboticabal, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) e
ainda do Doutorado Interinstitucional da UFG e Universidade Federal do
Tocantins (UFT) (SANTIN, 2008).

Em 2006 a Universidade Federal de Goias foi convidada pelo Ministério
da Integracdo Nacional a esbocar um projeto que reintroduzisse o Gado
Curraleiro nas comunidades quilombolas Kalungas. Desta parceria nasceu o
projeto “Estabelecimento e Manutengdo de Nucleos de Criacdo de Gado
Curraleiro”, que permitiu a execugao das atividades iniciais de estabelecimento do
Nucleo de Criacdo de Gado Curraleiro no Sitio Histérico e Patriménio Cultural
Kalunga, que contou com o apoio da Prefeitura Municipal de Cavalcante, da
Associacdo Kalunga de Cavalcante (AKC) e da Associacédo do Quilombo Kalunga
(AQK). A principal meta do projeto foi valorizar os modos de vida da comunidade
Kalunga e contribuir para preservacdo do cerrado e conservacdo de um
importante recurso genético brasileiro, a raca bovina local Curraleiro. A criacao de
uma raga bovina local, de forma extensiva, alimentada com vegetacdo nativa,
adaptada as condicbes do Cerrado, torna-se ideal para sistemas de producédo
agroecologicos em decorréncia de sua resisténcia natural a patdgenos. E ainda
apresenta a vantagem de possuir sabor diferenciado em sua carne, 0 que pode
ser utilizado como uma alternativa viavel de geracéo de renda para a comunidade
quilombola Kalunga, que vive em condi¢gdes de extrema dificuldade, com nitido
declinio das atividades agropecuarias e, portanto, de comercializa¢cado de produtos
(NEIVA et al., 2011).



Dentre as racas brasileiras locais, destaca-se também o bovino
Pantaneiro, também denominado Tucura ou Cuiabano, que representa hoje
muitas geracdes de adaptacdo e selecdo natural as condi¢cdes ecoldgicas do
Pantanal. A raca desempenhou um papel importante na economia das areas
inundaveis do Pantanal Mato-Grossense no inicio do século XX. Dentre as mais
citadas caracteristicas de adaptacdo adquiridas pelo gado Pantaneiro, esta a
grande rusticidade, destacando-se a resisténcia a escassez de alimentos e a
doencas. Estes animais sdo descendentes de racas espanholas, introduzidas na
Ameérica durante a colonizagdo da Bacia do Prata no século XVI. A influéncia de
ragas portuguesas na formagéo do bovino Pantaneiro ocorreu mais tarde, durante
o século XVIII, quando alguns descendentes de animais ja adaptados em Minas
Gerais e Goias foram introduzidos no Pantanal (MAZZA et al., 1992).

O gado Pantaneiro encontra-se ameacgado de extingédo, tendo em vista
0 numero reduzido de animais nos Nduacleos de conservacdo conhecidos
(JULIANO, et al., 2011). A Embrapa conta com plano de acéo especifico para o
Nucleo de Conservacdo de Bovinos Pantaneiros, inserido na Plataforma de
pesquisa de recursos genéticos animais. Dentre os objetivos especificos esta a
caracterizagdo do estado sanitario dos nucleos de criacdo dos bovinos
Pantaneiros e dos animais selvagens resgatados. Segundo a curadora da raca,
atualmente existem quatro Nucleos de Conservacdo desta raca, localizados no
municipio de Poconé no Mato Grosso e nos municipios de Corumba, Aquidauana
e Rochedo no Mato Grosso do Sul.

Considerando o0s projetos em parceria, ja desenvolvidos ou em
desenvolvimento, em 2011 foi instituida a Rede Pro6-Centro Oeste para
caracterizacdo, conservacgao e uso das racas bovinas locais brasileiras: Curraleiro
e Pantaneiro. Neste projeto o objetivo geral é estabelecer uma rede inter-regional
e interdisciplinar de pesquisas e transferéncia de conhecimento, com a finalidade
de caracterizar tais racas em risco de extingdo e de gerar dados para subsidiar o
desenvolvimento de um modelo de exploragcdo pecuaria para o Cerrado e
Pantanal, com a utilizacdo desses bovinos. As acbOes buscam priorizar a
conservacao dos referidos ecossistemas, a sustentabilidade e a diversidade
genética. Fazem parte da Rede, entre outros, sete universidades, centros da

Embrapa e associagoes.



A preservacdo das racas brasileiras bovinas locais, das quais o
Curraleiro e o Pantaneiro fazem parte, tem seu aspecto histérico, pois constituem
a “memoria genética” de animais que participaram da colonizacdo do Pais. Em
decorréncia de seu genotipo compativel com condicbes adversas, essas foram
capazes de superar, ap0s dezenas de geracdes de selecdo natural, os desafios
ambientais aos quais foram submetidas (MARIANTE et al., 2008).

Dentre o0s objetivos de programas de conservagdo in situ de
populacdes animais, esta 0 aumento do numero de individuos, garantindo a
variabilidade genética da espécie envolvida. Para tanto, devem ser utilizadas
técnicas de manejo destinadas a maior circulagdo dos animais entre os criatorios,
estimuladas a abertura de novos nucleos de criacdo e aplicadas biotecnologias
destinadas a maximizar a eficiéncia reprodutiva da populacdo. Tais
procedimentos, contudo, podem aumentar as chances de disseminacdo de
doencas. Assim, o conhecimento da situacdo sanitaria de um rebanho é
imprescindivel para criacdo de estratégias para prevencdo e controle de
enfermidades dentro e dentre os nucleos de criacdo envolvidos no programa de
conservacgao (JULIANO, 2006).

Diante do risco de problemas sanitérios, € importante salientar que
doencas da esfera reprodutiva tém efeitos deletérios comprovados aos indices de
fertilidade dos rebanhos e podem ter efeito catastréfico em pequenas populacdes
de racas ameacadas, levando a extincdo. Por isso, sdo recomendadas
investigagbes periédicas de enfermidades como brucelose, leptospirose,
rinotraqueite infecciosa bovina, diarreia bovina a virus, dentre outras, visando
garantir o desempenho reprodutivo das fémeas e a qualidade do proprio material
genético a ser preservado (PELLEGRIN et al., 1997).

Para CARDELLINO & BOYAZOGLU (2009) programas de
melhoramento de racas locais em paises em desenvolvimento constituem-se em
um desafio. Dentre as prioridades de pesquisa na area de recursos genéticos, 0s
autores destacaram a selecéo para resisténcia a doengas na criagdo de animais,
se genes especificos forem identificados. Segundo JULIANO (2006) antes de
iniciar projetos de conservacao, € necessario a geracao de conhecimentos sobre
a espécie animal escolhida, atentando para as condi¢cbes fisiologicas desta

populacdo, todos os seus aspectos epidemiolégicos e sanitarios, para obter



subsidios que justifiquem sua introducdo em um ecossistema, sem colocar em

risco os demais componentes desta populacao.

1.2.2 Programas sanitarios

Um programa de saude animal é definido pelo conjunto de acdes
veterinarias regulares e bom manejo do rebanho com a finalidade primaria de
manter a saude e producdo animal em niveis 6timos. Nesses programas, Sao
desempenhadas acbes de controle e erradicagdo de doencas por meio de
medidas de defesa sanitaria com foco na biosseguranca (FAVA et al., 2003).

Dentre as informacdes necessarias para tomada de decisdes em um
programa de manejo sanitario destacam-se ac¢des de monitoramento e
investigacdo, com diagnostico laboratorial de doencgas subclinicas. Qualquer
programa de saude animal obrigatoriamente deve incluir a vigilancia de doencas
infecciosas especificas como a brucelose, leucose, diarréia viral bovina,
leptospirose e tuberculose. Essa vigilancia tem como objetivo primario identificar
0s portadores para entdo efetivar a sua eliminagdo do rebanho (RADOSTITIS,
2001).

Apesar de tratar-se de uma antropozoonose conhecida desde épocas
remotas, a brucelose ainda é um dos principais problemas sanitarios do rebanho
bovino brasileiro. Em 2001, foi instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da
Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), com o objetivo de diminuir o impacto
negativo dessas zoonoses na saude humana e animal, além de promover a
competitividade da pecuaria nacional (BRASIL, 2006).

De acordo com ARAUJO et al. (2005), no Brasil a leptospirose bovina,
além de nao ser doenca de notificacdo compulséria, ndo esta submetida ao
combate organizado por 6rgdos e entidades publicas ou privadas de sanidade
animal, o que dificulta conhecer a verdadeira extensdo das infeccdes por
Leptospira spp. nos rebanhos bovinos em qualquer regido do Pais. Para
MARQUES (2010) a determinacdo da taxa de prevaléncia € essencial para a

quantificacdo do problema em termos populacionais, servindo de base para



caracterizacbes epidemioldgicas, uma vez que o diagndstico amplo, rapido e
preciso das enfermidades é fundamental para elaboracdo de alternativas viaveis

de intervencéo.

1.2.3 Brucelose

A Dbrucelose consiste em enfermidade de grande importancia
econdmica em animais de producdo em todo o mundo. O agente causador
Brucella spp. provoca aborto e infertilidade em seus hospedeiros naturais, além
de constituir-se em zoonose severa e debilitante (GODFROID et al.,, 2011). O
impacto da doenca ndo é notado somente pelas perdas na atividade pecuaria. A
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) considera a enfermidade como de
importancia sécio-econdmica, pois causa prejuizos ao tornar produtos de origem
animal vulneraveis as barreiras sanitarias, comprometendo a sua competitividade
no comercio internacional (BRASIL, 2006). Em virtude dos avancos relevantes na
biotecnologia, alguns paises tiveram sucesso na erradicacdo da enfermidade,
contudo em nacdes em desenvolvimento a doenca ainda representa grande
impacto na saude publica (CUTLER et al., 2005).

Os organismos causadores sao bactérias Gram-negativas
intracelulares facultativas que podem acometer grande quantidade de mamiferos
como homem, bovinos, ovinos, caprinos, roedores e mamiferos marinhos
(CUTLER et al., 2005). Até 1985 o género Brucella consistia de seis espécies,
conhecidas como classicas: Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis,
Brucella ovis, Brucella neotomae e Brucella canis. A partir de 2007, Brucella ceti e
Brucella pinnipedialis foram reconhecidas como novas espécies. Em 2008, outras
duas espécies foram isoladas: Brucella microti, de ratazana comum e Brucella
inopinata, de uma protese mamaria de silicone em uma mulher idosa com sinais
clinicos de brucelose (GODFROID et al., 2011).

Por tratar-se de hospedeiro intracelular facultativo, Brucella spp.
infecta, multiplica-se e persiste no interior de macréfagos, interferindo em sua
maturagcdo e no processamento de antigenos, prejudicando a resposta imune do

hospedeiro. Estes microrganismos possuem habilidade de infectar células
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epiteliais, fagocitos, tecido respiratorio, neurénios, tecidos do trato reprodutivo de
machos e fémeas, entre outros. A Brucella spp. € capaz de realizar finos ajustes
no metabolismo celular de acordo com a fase do ciclo infeccioso, revelando
enorme variedade de interacdes patogénicas com o hospedeiro (CUTLER et al.,
2005; GODFROID et al., 2011).

No animal infectado, as localizagbes de maior frequéncia do agente
sao: linfonodos, baco, figado, aparelho reprodutor masculino, Gtero e Ubere. As
vias de eliminacéo séo representadas pelos fluidos e anexos fetais, eliminados no
parto ou no abortamento e durante todo o puerpério, além de leite e sémen. A
principal fonte de infec¢é@o € representada pela vaca prenhe, que elimina grandes
quantidades do agente por ocasido do aborto ou parto e em todo o periodo
puerperal, contaminando pastagens, agua, alimentos e fomites (RADOSTITIS et
al., 2002). Essas bactérias podem permanecer viaveis no meio ambiente por
longos periodos, dependendo das condicdes de umidade, temperatura e
sombreamento, ampliando de forma significativa a chance de o agente entrar em
contato e infectar um novo individuo suscetivel (CUTLER et al., 2005).

Segundo OIE (2009) a brucelose bovina é causada principalmente pela
B. abortus, menos frequentemente pela B. melitensis e ocasionalmente pela B.
suis. Estas trés espécies apresentam alta patogenicidade para humanos e,
portanto, todos os tecidos infectados e materiais contaminados devem ser
manipulados sob condi¢des apropriadas.

O biovar 1 de B. abortus é universal e predominante entre os sete
encontrados no mundo, assim € considerado o de maior importancia
epidemioldgica na infeccdo de bovinos. Quando a brucelose atinge um rebanho
livre, a infeccdo se difunde com grande rapidez, gerando muitas perdas. Depois
de aproximadamente dois anos o numero de abortos diminui, bem como a
suscetibilidade da populacdo a infeccdo. Em rebanhos grandes sempre ha
namero suficiente de susceptiveis que mantém os abortos podendo ocasionar um
segundo surto. O comércio e transito de bovinos também contribuem para manter
a infeccédo de forma ativa (ACHA & SZYFRES, 2001).

As vacas constituem a categoria mais suscetivel a brucelose,
principalmente aquelas em gestacdo. Os touros também sdo suscetiveis, porém

sdo mais resistentes que as fémeas. Além da idade e do sexo, existe variagdo de
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suscetibilidade individual, pois existem animais que ndo sao acometidos, mesmo
em rebanhos com elevada taxa de prevaléncia (ACHA & SZYFRES, 2001).

Quando se pretende iniciar um programa de controle de brucelose
bovina, é de extrema importancia conhecer a situacéo epidemiologica da doenca,
para permitir a escolha das melhores estratégias e o acompanhamento do
programa com vistas a possiveis correcdes, para evitar desperdicio de tempo e
de recursos (POESTER et al., 2009). GODFROID et al. (2011) afirmaram que a
epidemiologia da brucelose em rebanhos tem sido frequentemente descrita em
paises em desenvolvimento, nos Uultimos dez anos. As estimativas de
soroprevaléncia em bovinos tém variado entre 3% e 15%.

Em estudo realizado na Etiépia, JERGEFA et al. (2009) encontraram
como fatores de risco para brucelose a raca do rebanho e a disposicdo
inadequada de material de aborto. A prevaléncia revelou-se maior em animais
cruzados do que naqueles de racas locais, bem como naqueles mantidos em
condicBes de manejo intensivo em compara¢cao com semi-intensivo ou extensivo.
A prevaléncia geral detectada pelos autores foi de 2,9% para animais e 13,6%
para rebanhos.

Dentre as agdes desenvolvidas no PNCEBT, por meio de um termo de
cooperacao técnica entre o MAPA e Universidades Federais, destacam-se
estudos de soroprevaléncia da brucelose em 15 unidades federativas (UF)
(POESTER et al., 2009). Em Goias, ROCHA et al. (2009) detectaram indices de
17,5% para propriedades e de 3,0% para animais.

No estado do Mato Grosso do Sul, os estudos revelaram prevaléncia
de 41,5% de rebanhos infectados. Nesta UF foi feito o calculo da soroprevaléncia
por estratos. Considerando focos e animais infectados obtiveram-se
respectivamente, 59% e 12% para o estrato Pantanal-corte e 40,6% e 4,5% para
Planalto-corte. No estrato Planalto-leite a prevaléncia de focos foi de 33,1%
(CHATE et al., 2009).

Ao analisar os aspectos sanitarios de bovinos Curraleiros, JULIANO
(2006) testou amostras de soro de 569 animais de diferentes propriedades, sendo
detectada prevaléncia de 1,23% para brucelose. A taxa de positividade
observada, associada ao manejo adotado e a vacinacdo sistematica dos animais

podem ter favorecido o baixo indice da enfermidade nos rebanhos. SANTIN
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(2008) testou soro de 116 fémeas curraleiras e obteve sorologia negativa para B.
abortus. O resultado apontou para uma situacdo de controle nas propriedades
estudadas, indicando que a vacinacao contra brucelose foi fator importante para
soronegatividade dos rebanhos.

De acordo com JULIANO et al. (2007) o manejo sanitario para
brucelose bovina em Nucleos de conservacdo de bovinos Pantaneiros iniciou-se
em 1991, com a vacinacdo de bezerras e descarte de animais positivos. Segundo
citacbes dos autores, a soropositividade que em 1990 era de 11,4%, em 1993,
apos a adocdo de medidas de controle, foi reduzida para 9,8%. Em 2006 foram
realizados exames soroldgicos em 185 bovinos, com prevaléncia de 3,78% para
brucelose.

ROCHA et al. (2009) analisaram os fatores de risco da brucelose
bovina em Goias e demonstraram que h& maior chance de ocorréncia em
propriedades nas quais sao adquiridos e introduzidos animais sem realizagdo de
testes ou sem o conhecimento da condi¢cdo sanitaria do rebanho de origem. A
compra de animais infectados é amplamente reportada como o principal fator de
introducao de brucelose em rebanhos livres.

Desde 1987, um numero consideravel de testes sorolégicos tém sido
desenvolvidos e adaptados para melhorar sua eficacia (NIELSEN, 2002). De fato,
o diagndstico da brucelose tem sido objeto de estudo em todo o0 mundo. Dentre os
meétodos destacam-se o0s testes de ELISA indireto, ELISA competitivo, polarizacao
fluorescente, dentre outros (BRASIL, 2006; ABERNETHY et al., 2012).

O PNCEBT preconiza a triagem da brucelose bovina por meio do teste
sorologico de referéncia: a prova do antigeno acidificado tamponado (AAT). Os
animais com resultado positivo podem ser classificados como infectados ou ser
submetidos a um teste confirmatério, situacdo para a qual existem duas opc¢des: a
combinacédo das provas de soroaglutinacdo lenta e do 2-mercaptoetanol (2-ME)
ou a reacao de fixacdo do complemento (RFC) (BRASIL, 2006). De forma geral, a
sensibilidade dos testes soroldgicos para brucelose varia entre 65% e 95%,
todavia a baixa especificidade constitui-se em sua maior limitagéo, pois a Brucella
spp. pode apresentar reagfes cruzadas com outros agentes (NIELSEN, 2002;
DEBEAUMOUNT et al., 2005).
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As provas de soroaglutinacdo para deteccédo de anticorpos contra B.
abortus tém como principal vantagem, o fato de estarem padronizadas
internacionalmente. Para brucelose, o teste AAT indica a presenca ou auséncia
de IgG;, imunoglobulina caracterizada por reagir em pH acido, reduzindo assim,
reacdes inespecificas. Como o método apresenta boa sensibilidade, baixo custo e
é de facil execucdo, é bastante utilizado. InUmeras avaliacdes tém comprovado
sua superioridade na etapa de triagem, pois 0s animais recentemente infectados
reagem mais cedo a esta prova e na fase crbnica continuam reagindo por um
tempo mais prolongado (ACYPRESTE et al., 2002).

Reagbes falso-positivas podem ocorrer e sdo decorrentes de dois
fatores distintos. Primeiro, devido a presenca de anticorpos nao especificos
presentes nas infec¢bes por outras bactérias, como Yersinia enterocolitica O:9,
Salmonella sp, Escherichia coli O:157, ou Pseudomonas sp (NIELSEN, 2002).
Segundo, podem decorrer como resultado da vacinagdo com B19 apés a idade
recomendada. Apesar disto, testes sorolégicos constituem a base do diagndstico
em um programa sanitario para controle ou erradicacdo da brucelose animal, por
proporcionarem uma alternativa que viabiliza o teste de um grande numero de
amostras (BRASIL, 2006; MEIRELLES-BARTOLI & MATHIAS, 2010).

Métodos diagndsticos que empregam agentes redutores, como 0 2-
ME, conferem maior especificidade a técnica, permitindo seu emprego como teste
confirmatdrio para evitar sacrificio de animais sadios (ACYPRESTE et al., 2002,
NIELSEN, 2002). Caracteriza-se como prova quantitativa seletiva que detecta
somente a presenca de IgG no soro, que é a imunoglobulina indicativa de
infeccdo crbnica. Deve ser executada sempre em paralelo com a prova lenta em
tubos, também chamada soroaglutinacédo lenta (SAL). Baseia-se no fato de os
anticorpos da classe IgM, degradarem-se em subunidades pela acédo de
compostos que contenham radicais tiol. Essas subunidades ndo dao origem a
complexos suficientemente grandes para provocar aglutinacdo. Desse modo,
soros com predominio de IgM apresentam reagfes negativas nessa prova e
reacoes positivas na prova lenta. Os resultados positivos na prova lenta e
negativos no 2-ME devem ser interpretados como reacdes inespecificas ou como

devido a anticorpos residuais de vacinagdo com B19. Resultados positivos em



14

ambas as provas indicam a presenca de IgG, que s&o as aglutininas relacionadas
com infeccdo, devendo os animais ser considerados infectados (NIELSEN, 2002).

Em um estudo de avaliacdo comparativa dos testes propostos pelo
PNCBET, foram analisadas 1.061 amostras de soros bovinos. Conforme
esperado, o teste de triagem revelou étima sensibilidade e os confirmatérios,
Otima especificidade. Ainda assim, ressalta-se que o diagndstico sorolégico da
brucelose € mais confiavel quando obtido por meio dos resultados de varios
testes (MEIRELLES-BARTOLI & MATHIAS, 2010).

Dentre os métodos diretos, o isolamento do organismo causador é
considerado “padrao ouro” para a doenga. Tal exame é feito a partir do sangue ou
outros espécimes clinicos de pacientes infectados. Porém, a cultura tem sua
sensibilidade diminuida em caso de doenca subaguda ou crbnica, ou quando
antibioticoterapia é instituida antes da colheita do material (BRICKER, 2002;
DEBEAUMONT et al.,, 2005). Ressalta-se ainda, que procedimentos de
microbiologia convencional sdo demorados, pois a Brucella spp requer incubacéo
prolongada, além de ser um patégeno de elevado potencial zoonético, visto que
sua manipulacdo representa risco consideravel ao laboratorista (QUEIPO-
ORTUNO et al., 1997; TOMASO et al., 2010).

Na busca por ferramentas diagndsticas mais sensiveis e especificas
métodos baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido
amplamente desenvolvidos a fim de detectar DNA de Brucella em amostras
suspeitas. A PCR tem se mostrado mais sensivel em pacientes com a doenca
focalizada, particularmente Gtil em circunstancias em que a antibioticoterapia foi
iniciada, além de ser mais segura para laboratoristas (DEBEAUMONT et al.,
2005).

Os primeiros ensaios foram concebidos para explorar um Unico l6cus
genético altamente conservado no género Brucella, como os genes bcsp31l ou
16S rRNA. A vantagem destes testes € a simplicidade e robustez dos mesmos,
tornando-os Uteis para triagem ou para identificacdo desde que a determinagéo
da espécie ou biovar nédo seja essencial. Contudo ha situacbes que requerem a
determinacdo da espécie ou biovar de Brucella spp. envolvidos, sobretudo em
investigacbes da fonte de infeccdo, a fim de nortear acdes regulatérias em
programas de erradicacao (BRICKER, 2002).
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Em um estudo de determinacdo do melhor espécime clinico no
diagnéstico da brucelose humana, ZERVA et al. (2001) detectaram 94% de
sensibilidade na PCR convencional empregando soro e 61% para sangue. A
especificidade também foi excelente. KEID et al. (2010) compararam a PCR no
soro com o teste com sangue total e obtiveram sensibilidade de 97,14% e
25,71%, respectivamente. A especificidade de ambos foi de 100%. YU &
NIELSEN (2010) citaram que apesar de serem frequentemente empregadas na
PCR, amostras sanguineas possuem substancias inibidoras que interferem nos
resultados do teste e recomendam o tratamento deste espécime clinico a fim de
aumentar a sensibilidade da técnica.

Em um estudo para comparar a eficacia de técnicas diagndsticas de
brucelose em 162 ovinos, ILHAN et al. (2007) conseguiram isolar B. melitensis de
apenas 1,2% das amostras sanguineas e 17,2% dos linfonodos dos animais
sorologicamente positivos. Produtos de PCR positivos foram obtidos de 27,7%
das amostras de sangue e 29% dos linfonodos, revelando maior sensibilidade da
técnica molecular, comparada a bacteriologia convencional.

BRICKER (2002) e CUTLER et al. (2005) apontaram como ressalva a
ser considerada, a localizacdo intracelular de Brucella, que esta presente em
fluidos como sangue, sémen ou fluido cérebro-espinhal de forma intermitente.
Para os autores, a aplicacdo de métodos baseados na procura de antigenos se
restringe a surtos agudos, ao pés-parto, empregando leite, material de aborto ou
nddulos linfaticos.

Segundo manual do PNCEBT (BRASIL, 2006), o controle da brucelose
apoia-se basicamente em acdes de vacinacdo massal de fémeas, diagnostico e
sacrificio dos animais positivos. A eliminacdo das fontes de infeccdo, feita por
meio de uma rotina de testes diagndsticos com sacrificio dos reagentes, €
apresentada como a base das acdes que visam certificar propriedades livres da
doenca. Em regifes onde a frequéncia da doenca é baixa, a implantacdo de
sistemas de vigilancia, pode ser de grande valia na descoberta de focos de
brucelose. O mais importante € conhecer muito bem tanto a epidemiologia da
doenca, quanto a populacdo em que as acOes deverdo ser desenvolvidas, e

escolher a melhor estratégia para implementa-las.
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1.2.4 Leptospirose

A leptospirose, doenca infecto-contagiosa que acomete animais e
humanos, € causada por qualquer espécie patogénica de bactérias do género
Leptospira. Ja foi diagnosticada em todos o0s continentes, no entanto sua
ocorréncia é mais elevada em paises de clima tropical e subtropical, pois as
condicbes ambientais favorecem a persisténcia e a disseminacdo do agente
(FIGUEIREDO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010).

A leptospirose € causada por espiroquetas flexiveis e helicoidais
pertencentes ao género Leptospira. Na classificagdo soroldgica o género
encontra-se dividido em duas espécies, Leptospira interrogans, que compreende
todas as cepas patogénicas e Leptospira biflexa, as saprofitas isoladas do
ambiente. Ambas dividem-se em iniUmeros sorovares definidos pela observacéo
de aglutinacdo apdés absorcdo cruzada com antigenos homélogos. Sorovares
antigenicamente relacionados sdo tradicionalmente agrupados em sorogrupos
que, apesar de nao possuirem relacdo taxondmica, sdo muito Uteis para
compreensao de aspectos epidemiolégicos da doenca (LEVETT, 2001).

Desde 1989, a classificacdo fenotipica tem sido substituida pela
genotipica, baseada na hibridizacdo por homologia de DNA. As genomoespécies
ndo correspondem as duas espécies prévias (L. interrogans e L. biflexa) e
sorovares patogénicos e nao patogénicos podem ser classificados em uma
mesma espécie (LEVETT, 2001). Atualmente s@o reconhecidas 13 espécies de
leptospiras patogénicas, com mais de 260 sorovares, e seis espécies saprofitas,
com cerca de 60 sorovares (ADLER & MOCTEZUMA, 2010).

A reclassificacdo das leptospiras baseada em fundamentos genéticos é
taxonomicamente correta, contudo € incompativel com o sistema de sorogrupos
amplamente empregado por clinicos e epidemiologistas ao longo dos anos.
Assim, até que métodos de identificacdo baseados no DNA sejam validados e
estejam amplamente disponiveis, a comunidade cientifica ainda emprega a
classificacdo soroldgica para leptospiras patogénicas (LEVETT, 2001).

A leptospirose manifesta-se como doencga sistémica em seres humanos
e animais domésticos, principalmente cées, bovinos e suinos, caracterizando-se

por febre, insuficiéncia renal e hepatica, manifestacdo pulmonar e falhas
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reprodutivas. Contudo, as alteragBes clinicas variam consideravelmente. A
maioria das infeccbes € inaparente e associada a sorovares aos quais 0S
hospedeiros sdo adaptados, como Canicola em céaes, Bratislava em equinos e
suinos, Hardjo em bovinos e Australis e Pomona em suinos (ADLER &
MOCTEZUMA, 2010).

Na saude animal, as consequéncias desta infeccdo sao de impacto
econdmico, tendo em vista o acometimento de animais de producdo. Em bovinos
a doenca pode manifestar-se de forma aguda com presenca de febre, hematduria,
hemoglobindria, meningite e morte. A forma crdnica, por ser mais comum,
assume maior importancia em rebanhos infectados. Esta se caracteriza por
marcante diminuicdo na fertilidade e na producdo de leite e por aumento nos
indices de mortalidade. As perdas reprodutivas também decorrem de abortos,
fetos mumificados, nascimento de bezerros fracos, aumento do intervalo entre
partos, cios irregulares, e retencao de envoltorios fetais (ELLIS, 1984; TOMICH et
al., 2007; LANGONI et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009).

O epitélio dos tubulos renais de hospedeiros carreadores apresenta-se
densamente colonizado por leptospiras que permanecem viaveis e protegidas da
resposta imune deflagrada, em meio a substancia amorfa semelhante a um
biofilme, que se forma como um dos mecanismos de patogenicidade da bactéria.
O agente eliminado na urina de animais infectados penetra na pele com abrasdes
e membranas mucosas e rapidamente desencadeia infec¢do sistémica cruzando
as barreiras teciduais e por disseminacdo hematdgena. A infec¢cdo causa
leptospiremia até que o hospedeiro desenvolva resposta imune, processo que em
geral ocorre entre uma e duas semanas ap0s a exposicao. Leptospiras podem ser
isoladas a partir da corrente circulatéria dentro de poucos minutos apés a
inoculacdo e séo detectadas em multiplos 6rgéos por volta do terceiro dia apés a
infecgao (KO et al., 2009). Depois de excretada na urina de animais infectados, a
bactéria pode sobreviver por semanas ou até meses em solos Umidos e agua
(TRUEBA et al., 2004; RISTOW et al., 2008).

Um ponto fundamental na cadeia epidemiolégica da leptospirose
refere-se a divisdo dos animais em hospedeiros de manutencéo (ou carreadores)
e acidentais (ou incidentais). Uma espécie animal pode se comportar como

hospedeiro de manutencao para determinados sorovares e acidental para outros.
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Assim, a doenca € mantida na natureza pela infec¢éo crénica dos tubulos renais
destes primeiros, pois geralmente a infeccdo € endémica e transmitida entre
individuos por meio de contato direto. A intensidade de transmissédo depende de
fatores como clima, densidade populacional e grau de contato entre hospedeiros
de manutencéo e acidentais (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001; HIGGINS, 2004,
KO et al., 2009).

Em artigo de revisdo publicado por LEVETT (2001) os bovinos foram
citados como hospedeiros de manutencdo do sorovar Hardjo, em estudos
realizados em varios paises. Na Australia, os sorovares Hardjo e Pomona foram
diagnosticados em abortos bovinos, com evidéncia sorolégica de incidéncia muito
superior do primeiro. Na Escocia e nos Estados Unidos o sorovar Hardjo também
se revelou como o0 mais prevalente nos rebanhos estudados.

FAVERO et al. (2001) analisaram exames de soroaglutinagao
microscopica (SAM) efetuados no periodo de 1984 a 1997 em 31.325 bovinos de
1920 propriedades distribuidas em 540 municipios de 21 estados do Brasil. Os
resultados revelaram que 84,1% das propriedades e 94,18% de municipios
apresentavam pelo menos uma amostra positiva. A média de animais reagentes
entre os estados foi de 49,51%, sendo os sorovares mais prevalentes, além das
coaglutinacbes, Hardjo, Wolffi e Grippotyphosa. A predominéancia do sorovar
Hardjo em rebanhos das regides sul e sudeste do Brasil foi também verificada por
VASCONCELLOS et al. (1997).

Em investigacdo da prevaléncia de anticorpos antileptospira em fémeas
bovinas no estado de Mato Grosso do Sul, foram detectados animais reagentes
para um ou mais sorovares em 1.801 fémeas (98,8%) de 161 (96,5%) rebanhos.
O sorovar Hardjo (65,6%) foi apontado como o mais provavel, seguido do sorovar
Wolffi (12,3%). No estudo, os fatores de risco associados a infec¢@o por bactérias
do género lepstopira foram o tipo de exploracdo pecuaria de corte e a raca Zebu
(FIGUEIREDO et al., 2009).

Ao estudar os fatores de risco associados a leptospirose em fémeas
bovinas em idade reprodutiva no Estado da Bahia, OLIVEIRA et al. (2010)
detectaram animais soropositivos em 77,9% das propriedades amostradas. O
sorovar Hardjo (Hardjoprajitno) foi o mais prevalente, com 34,49% das

propriedades positivas. Os fatores de risco para leptospirose foram rebanhos com
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mais de 28 fémeas bovinas em idade reprodutiva, presenca de cervideos, compra
de animais, abate de animais na propria fazenda e utilizacdo de pastos
compartilhados.

Em um estudo realizado na microrregido de Goiania, no Estado de
Goias, JULIANO (1999) observou prevaléncia de 81,9% de animais reagentes
entre as 426 amostras de hemossoro bovino, provenientes de vacas leiteiras. Os
principais sorovares encontrados foram Wolffi (36,1%), Icterohaemorrhagiae
(20,5%), Hardjo (5,2%) e Tarassovi (4,9%). No trabalho de FAVERO et al. (2001),
dentre as amostras provenientes de Goias, 487 (34,6%) foram positivas ha SAM.
A porcentagem de municipios positivos foi de 100% e a de propriedades, 97,8%,
sendo o sorovar Hardjo responsavel por 63,7% e o sorovar Wolffi por 13% das
reacdes positivas.

Também nesse Estado, MARQUES et al. (2010) testaram 4.571
amostras colhidas em 213 municipios. Foram detectadas 62,2% de amostras
positivas para pelo menos um dos dezesseis sorovares testados, com
predominancia de coaglutinacées (40,24%), seguidas pelos sorovares Wolffi
(14,53%), Hardjo (12,70%), Grippotyphosa (10,55%) e Shermani (6,55%),
revelando tendéncia enzodtica da infeccdo. A prevaléncia de anticorpos anti-
Leptospira spp. mostrou-se associada aos seguintes fatores: estrato de producao,
sendo mais prevalente em bovinos para corte; pratica de inseminacéao artificial;
raca dos animais; presenca de ovinos e caprinos; presenca de capivaras; compra
de reprodutores em exposicdes e de outras propriedades; aluguel de pastos em
alguma época do ano; presenca de piquete maternidade e ocorréncia de abortos.

Em estudo com gado Curraleiro, JULIANO (2006) detectou titulos
aglutinantes para leptospirose em 31,6% dos 569 animais amostrados. Os
sorovares mais prevalentes foram Hardjo e Wolffi reforcando a importancia da
espécie bovina na manutencdo e disseminacdo desses sorovares COmMo
causadores da Leptospirose. A ocorréncia de positividade para outros sorovares
como Hebdomadis e Grippotyphosa sugere a participacdo de espécies silvestres
na transmissao da infeccdo. SANTIN (2008) encontrou 58,6% de Curraleiros com
sorologia positiva, dentre os 58 animais testados.

Ao realizarem levantamento de doencas da esfera reprodutiva em

Nucleo de Conservacdo do Bovino Pantaneiro no Mato Grosso do Sul,
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PELLEGRIN et al. (1997) detectaram soroprevaléncia de 21,7% para leptospirose
em amostras colhidas em 1991 e 1992. Os autores recomendaram investigacdes
anuais com descarte de animais positivos, quando possivel, e utilizacdo das
medidas imunoprofilaticas disponiveis, visando minimizar os fatores que possam
interferir nos indices de fertilidade da raca.

Segundo citagBes de SANTIN (2008), diversas espécies de mamiferos
silvestres podem participar da epidemiologia da leptospirose como potenciais
transmissores da infeccdo. A ocorréncia de sorovares, dos quais o bovino é
hospedeiro incidental, pode ser explicada pelo contato com estes animais
silvestres. CASTRO (2006) relatou capivaras e cervideos como reservatorios para
Leptospira spp, sendo que os sorovares Wolffi e Grippotyphosa tém como
reservatorios 0s marsupiais e roedores silvestres. O sorovar Pomona tem o0s
canideos, suinos e roedores sinantropicos. GREENE et al. (2006) destacaram a
importancia da jaritataca ou cangamba, do gamba e do mao pelada, atuando
como hospedeiros reservatorios primarios dos sorovares Pomona e
Grippotyphosa.

Em estudo de soroprevaléncia para Leptospira em animais silvestres
do Pantanal Sul-matogrossense GIRIO et al. (2004) colheram 315 amostras de
sangue dos seguintes animais: boi bagua (Bos taurus indicus), porco-monteiro
(Sus scrofa), bufalo (Bubalus bubalis), quati (Nasua nasua), veado-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus), veado-mateiro (Mazama americana) e ovinos (Ovis
aries). Os autores detectaram 20,3% de amostras reagentes para pelo menos um
sorovar patogénico. Os sorovares mais frequentes foram: Pomona, para bufalos e
ovinos; Icterohaemorrhagiae, para ovinos, veados-campeiros e suinos; e
Copenhageni, para veados-campeiros e suinos.

Ainda no Pantanal, na sub-regido de Nhecolandia VIEIRA et al. (2011),
realizaram levantamento de Leptospira spp. em 266 animais silvestres. Ao
empregar a soroaglutinacdo microscopica o autor detectou soropositividade de
59% em veado campeiro (Otoceros bezoarticus), com predominancia dos
sorovares Pomona e Butembo; 34,21% em lobinho (Cerdocyon thous), com
predominéncia de Hardjobovis; 10,2% para rato do campo (Trichomys pachyurus)

e 14,28% para jaguatirica (Leopardus pardalis), com predominio de
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Icterohaemorrhagiae e 34,09% em quatis (Nasua nasua), com predominancia de
Pomona.

Quando a infeccdo é determinada pelo sorovar Hardjo, cuja principal
forma de transmissédo € de bovino a bovino, trés medidas devem ser praticadas
simultaneamente: proibir a introdugdo de novos animais no rebanho, salvo
quando negativos ao sorodiagnostico; tratar os animais sororeagentes e
fortalecimento da imunidade utilizando uma vacina que contenha as principais
variedades presentes na regido. O processo de controle deve ser monitorado por
sorodiagndstico anual. No caso de infecgBes incidentais, determinadas por
sorovares que ndo s&do mantidos pelos bovinos, como Pomona,
Icterohaemorrhagiae ou Bataviae, deve-se identificar de que forma o rebanho esta
sendo exposto ao contato com 0s reservatorios naturais destas variedades, como
ratos e animais silvestres. Somente desta forma sera possivel, através de
medidas de higiene e de tecnificagdo da criacdo, controlar a leptospirose
(LILENBAUM & SANTOS, 1995).

Os testes utilizados no diagndstico da leptospirose dividem-se entre os
que detectam anticorpos contra a bactéria e os que buscam o0 organismo ou seu
DNA, em tecidos e fluidos. Cada um dos procedimentos diagndsticos apresenta
vantagens e desvantagens. Alguns dos ensaios sofrem com a perda de
sensibilidade e outros estdo propensos a ter baixa especificidade. Portanto, nédo
h& uma unica técnica recomendada para uso em todas as situacdes clinicas e ha
um consenso que a combinagdo de testes leva a maior sensibilidade e
especificidade no diagnéstico. Em diagnosticos individuais, o teste sorolégico é
recomendado combinado com uma ou mais técnicas na identificacdo do
organismo em tecidos ou fluidos corpéreos (BOLIN, 2003; MARQUES, 2008).

Anticorpos podem ser detectados no sangue por volta de cinco a sete
dias apoés o inicio dos sinais, assim ELISA e SAM sé&o responsaveis pela maior
parte do diagndstico dos casos de leptospirose. Ao comparar as duas técnicas foi
verificada correlagdo entre os resultados de ambas (TOMICH et al., 2007). O
ELISA apresenta como principais vantagens a utilizacdo de antigenos inativos, a
objetividade do resultado e a maior simplicidade. Geralmente € um teste sensivel,
mas nao possui a especificidade para sorovar. Novas técnicas tém sido

desenvolvidas com base na deteccdo de anticorpos contra proteinas de superficie
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e lipoproteinas de leptospira, porém ainda ndo estdo amplamente disponiveis. O
método mais empregado ainda é o IgM ELISA para identificagdo de infecgbes
recentes e para triagem de rebanhos nos quais a vacinacdo ndo seja praticada
(LEVETT, 2001; BRASIL, 2009; OIE, 2009).

Apesar de inimeras metodologias terem sido desenvolvidas a SAM
permanece como a principal técnica sorologica, considerada “padrdo ouro” na
investigacdo da infeccdo. No teste de SAM € empregada suspensdo de
microrganismos vivos de diferentes sorovares de leptospira para deteccdo de
anticorpos aglutinantes. Este ensaio requer pessoal devidamente treinados para
sua execugao, em fungéo da subjetividade da interpretacao, que leva a resultados
diferentes entre laboratorios, além do risco representado pela manutencédo de
culturas vivas. Ainda assim, o valor epidemiolégico do método € indiscutivel, pois
permite a indicacdo presuntiva do sorovar e principalmente sorogrupo envolvido
na infeccdo. A ampla ocorréncia de reagfes cruzadas entre diferentes sorogrupos
na fase aguda, seguida por relativa especificidade na fase de convalescéncia
resulta da deteccédo de anticorpos da classe IgG e IgM pela SAM e da presenca
de vérios antigenos comuns entre leptospiras (LEVETT, 2001).

De acordo com BOLIN (2003), a interpretacéo dos resultados de testes
sorolégicos é complicada por inUmeros fatores, entre 0os quais incluem amostras
com reacOes cruzadas, titulos de anticorpos induzidos por vacinacédo ou perda de
consenso entre o titulo de anticorpos e os indicativos de infeccdo ativa. Um titulo
aglutinante superior ou igual a 100 é considerado significante por muitos
pesquisadores. O ponto de corte pode ser excessivo em animais vacinados e
pode nado ser alcancado, na infec¢cdo de hospedeiro de manutencao. Portanto, o
diagnéstico da leptospirose baseado numa Unica amostra deve ser realizado com
cautela e com total consideragdo do quadro clinico e histérico de vacinacao.

A leptospirose caracteriza-se pela inespecificidade dos sinais clinicos
e, muitas vezes, a enfermidade é inaparente com envolvimento de sorovares aos
guais os hospedeiros estdo adaptados. Por tal motivo, torna-se importante o
desenvolvimento de técnicas de diagnéstico mais precoces, como a PCR
(HERNANDEZ-RODRIGUES et al., 2011).

Desde a década de 90 diversos protocolos bastante sensiveis para
deteccdo de DNA de leptospira tém sido descritos (ADLER & MOCTEZUMA,
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2010). A PCR consiste em técnica molecular de diagndstico, potencialmente
rapida e especifica. Apesar de ser mais sensivel do que a cultura a sensibilidade
pode cair para 50% quando se emprega O soro como espécime clinico
provavelmente em decorréncia da quantidade reduzida de leptospiras neste
material. A andlise de amostras de urina caracteriza-se em boa alternativa, ja que
por volta do 10° dia ap6s infeccdo, o agente dificilmente é detectado no sangue,
ao passo que nos rins e urina pode estar presente por longos periodos (LEVETT,
2001; FONTANA, 2011).

BROWN et al. (1995) também obtiveram sucesso ao empregar a
técnica em amostras de sangue e urina de pacientes na fase aguda da doenca,
indicando a viabilidade da técnica no diagnostico precoce da leptospirose,
sobretudo quando anticorpos ainda ndo sdo detectaveis. HERNANDEZ-
RODRIGUEZ et al. (2011) adotaram a PCR utilizando como espécime clinico a
urina de bovinos e alcancaram 6timos resultados ao empregar primers especificos
para leptospiras patogénicas.

Véarios ensaios direcionados a determinacdo da genomoespécie
infectante tém sido desenvolvidos, visto que sua identificacdo € importante na
compreensao da epidemiologia e, consequentemente, influencia na tomada de
decisdes para acfes de controle na salde animal e salde publica. Ainda assim, a
maior parte dos protocolos disponiveis direciona-se a identificacdo de leptospiras

patogénicas, sem distin¢cdo do sorovar (LEVETT, 2001).

1.3 Justificativa

A Declaragdo de Interlaken, sobre recursos genéticos animais
(FAO/Embrapa, 2010), ressalta que os bovinos de racas localmente adaptadas
originaram-se de animais que acompanharam antepassados em toda ampla gama
de climas e de ecossistemas do mundo, onde se mostraram extremamente
adaptaveis. Hoje, diante das necessidades de uma populacdo crescente, das
modificacdes nas exigéncias dos consumidores e do enorme desafio lancado

pelas mudancas climaticas e por doencas emergentes, se faz necessario, uma
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vez mais, recorrer a essa adaptabilidade e a esse potencial para enfrentar um
futuro incerto.

A realizacdo deste trabalho se justifica pelo risco que a brucelose e a
leptospirose representam na preservacdo das racas Curraleiro Pé Duro e
Pantaneiro. E importante considerar ainda, que além do impacto negativo dessas
doencas na saude animal, elas trazem prejuizos a saude humana, por serem
ZooNnoses.

As técnicas empregadas para conservacao de recursos genéticos
implicam em maior circulagdo dos animais entre os criatérios, que traz como
desvantagem a maior chance de disseminacdo de doencgas. Desta forma, o
conhecimento da situacdo sanitaria dos rebanhos e de métodos diagndésticos
eficazes, é fundamental para o desenvolvimento de estratégias de prevencéo e
controle das enfermidades nos nudcleos de criacdo envolvidos no programa de

conservagao.

1.4 Objetivos

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a situacdo epidemiol6gica da
brucelose e da leptospirose em nucleos de conservacdo de bovinos Curraleiros
Pé Duro e Pantaneiros no Cerrado e Pantanal, utilizando métodos soroldgicos e
moleculares no diagnéstico de rebanho destas enfermidades.

Os objetivos especificos foram:

- Determinar a frequéncia da brucelose em bovinos Pantaneiros e Curraleiros, por
meio do teste de soroaglutinacdo com antigeno acidificado tamponado (AAT) e
confirmacéo pela soroaglutinacao lenta e 2-ME;

- Determinar a frequéncia da leptospirose em bovinos Curraleiros e Pantaneiros,
por meio do teste de soroaglutinacdo microscopica (SAM);

- Identificar os fatores associados & ocorréncia destas zoonoses nos criatorios de
gado Curraleiro e Pantaneiro visitados;

- Inferir sobre o papel de reservatoérios silvestres na epidemiologia da leptospirose

em nucleos de conservacdo de gado Curraleiro e Pantaneiro;
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- Empregar métodos sorologicos e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
deteccao de infeccéo por Brucella spp. e Leptospira spp. em bovinos, para avaliar

a concordancia dos resultados de tais testes.
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CAPITULO 2 - FREQUENCIA E FATORES ASSOCIADOS A BRUCELOSE E A
LEPTOSPIROSE EM BOVINOS CURRALEIROS PE DURO E PANTANEIROS
NO CERRADO E PANTANAL

Resumo

Para determinar a frequéncia e os fatores associados a brucelose e a leptospirose
em bovinos de racas locais, foram testados soros de 1.280 bovinos Curraleiros Pé
Duro e 248 bovinos Pantaneiros em amostragem de conveniéncia. Para
diagnostico de brucelose adotou-se o teste de antigeno acidificado tamponado e
confirmacéo pelo teste de soroaglutinagdo lenta e 2 mercaptoetanol e para
leptospirose empregou-se a soroaglutinacdo microscopica. A frequéncia de
brucelose em bovinos Curraleiros foi de 0,7% para animais e 25% para rebanhos.
Todas as sororeagentes eram fémeas com idade superior a 24 meses
caracterizando frequéncia de brucelose de 0,83% nesta categoria. Em
Pantaneiros todos os bovinos apresentaram sorologia negativa para Brucella
abortus, indicando o controle da infecgdo. A frequéncia anticorpos anti-Leptospira
em bovinos Curraleiros foi de 44,8% e em Pantaneiros 51,2%. 100% dos
criatérios de ambas as racas apresentaram animais soropositivos. Os fatores
associados a leptospirose em bovinos Curraleiros foram acesso a area alagadica,
ocorréncia de abortos, vacinacdo contra leptospirose e pratica de abate na
propriedade. Para bovinos Pantaneiros os fatores associados foram o0 sexo e a
idade, estando sob maior risco fémeas na faixa etaria entre 12 e 24 meses. A
maior frequéncia de anticorpos contra os sorovares Hardjo e Wolffi reforcam o
papel do bovino como fonte de infeccdo no rebanho. A ocorréncia de sororeacao
para os sorovares Grippotyphosa, Patoc e Pomona no Pantanal e Grippotyphosa,
Shermani, Pomona e Hebdomadis no Cerrado, sugere a participacdo da fauna
local na epidemiologia da leptospirose bovina nos Nucleos de conservacdo das

racas Pantaneiro e Curraleiro Pé Duro.

Palavras-chave: Brucella abortus, Leptospira spp. epidemiologia, ragcas bovinas

locais.
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FREQUENCY AND FACTORS ASSOCIATED WITH BRUCELLOSIS AND
LEPTOSPIROSIS IN CURRALEIRO “PE DURO” AND PANTANEIRO BREEDS
IN CERRADO AND PANTANAL

Abstract

We analyzed serum of 1,280 Curraleiro and 248 Pantaneiro animals on
convenience sampling to determine the frequency and factors associated with
leptospirosis and brucellosis in local bovine breeds. We employed microscopic
agglutination test for diagnosis of leptospirosis and buffered acidified antigen test
(Rose Bengal plate test) for brucellosis and the 2- mercaptoethanol plus standard
tube aglutination test for confirmation. The frequency of brucellosis in Curraleiro
was 0.7% for animals and 25% for herds. In Pantaneiros all animals tested
negative for Brucella abortus, indicating infection control. The frequency of anti-
Leptospira antibodies was 44.8% in Curraleiro and 51.2% in Pantaneiro breeds.
All herds of both breeds showed positive animals. The factors associated with
leptospirosis were access to wetland, abortions, vaccination against leptospirosis
and practice of slaughtering the property for Curraleiro animals and sex and age,
with the highest risk for females aged between 12 and 24 months for Pantaneiro
animals. The high frequency of antibodies against serovars Hardjo and Wolffi
reinforce the function of bovine as a source of infection in the herd. The
occurrence of serum reaction for serovars Grippotyphosa, Patoc and Pomona in
Pantanal and Grippotyphosa, Shermani, Pomona and Hebdomadis in Cerrado
biosystem suggests the participation of the local wildlife in the epidemiology of
bovine leptospirosis in nuclei of in situ conservation of Curraleiro and Pantaneiro

bovine breeds.

Keywords: Brucella abortus, Leptospira spp., epidemiology, local bovine breeds
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1 Introducéo

No Brasil, diversas racas localmente adaptadas desenvolveram-se a
partir de animais trazidos pelos colonizadores. Esses bovinos adquiriram
caracteristicas Unicas como rusticidade, prolificidade e provavelmente, resisténcia
a parasitas e doencas. Na busca de melhoria na produtividade, adotou-se um
modelo produtivo que culminou com a erosdo genética, a diminuicdo e o
desaparecimento de algumas racas locais. Atualmente, dentre as cinco racas
bovinas localmente adaptadas existentes no pais, quatro encontram-se em risco
de extingdo (FIORAVANTI et al.,, 2011). O gado Curraleiro e Pantaneiro estao
entre elas. FIORAVANTI et al. (2011) afirmaram que o efetivo populacional de
Curraleiros € de aproximadamente 3.700 animais. Segundo JULIANO et al. (2011)
0 numero de bovinos Pantaneiros nos dois principais rebanhos da raca nao
totaliza 500 reses.

A fim de caracterizar tais racas bovinas e gerar dados para constituicao
de um modelo de exploracdo pecuaria sustentavel, em 2011 foi instituida a Rede
Pré-Centro Oeste para caracterizacdo, conservacdo e uso das racas bovinas
locais brasileiras: Curraleiro e Pantaneiro.

Como os rebanhos sdo pequenos, podem ser utilizadas técnicas de
manejo destinadas a maior circulagdo dos animais entre os criatérios e de
biotecnologias destinadas a maximizar a eficiéncia reprodutiva da populacéo.
Contudo, tais procedimentos aumentam as chances de disseminac¢do de doencas.
Nesse contexto, o conhecimento da situacdo sanitaria de um rebanho é
imprescindivel para criacdo de estratégias para prevencdo e controle de
enfermidades dentro e dentre os nucleos de criacdo envolvidos no programa de
conservacgao (JULIANO et al., 2007).

As enfermidades que envolvem a esfera reprodutiva, responsaveis pela
ocorréncia de abortos, infertilidade, esterilidade ou nascimento de produtos
debilitados, constituem condigdo de especial interferéncia no processo produtivo,
aspecto que se agrava quando o agente envolvido, além de afetar um amplo
espectro de espécies animais susceptiveis, atinge também o ser humano
(MARQUES et al., 2010). Este é o caso da brucelose e da leptospirose, pois

ambas sdo enfermidades infecto-contagiosas, transmissiveis ao homem, de



38

grande impacto sanitario e econdmico em rebanhos bovinos e na saude publica
(ACHA & SZYFRES, 2001).

A brucelose € uma doenca infecciosa cronica causada por uma
bactéria pertencente ao género Brucella, que afeta principalmente o sistema
reprodutivo, podendo provocar abortamentos no terco final da gestagcao
(RADOSTITIS et al., 2002).

Estudos sobre aspectos epidemiolégicos da brucelose em bovinos de
racas locais tém revelado diminuicdo da frequéncia de animais sororeagentes. Ao
analisar os aspectos sanitarios de bovinos Curraleiros no Estado de Goias e
Tocantins, JULIANO (2006) detectou prevaléncia de 1,23% para a infecgéo.
SANTIN (2008) testou soro de 116 fémeas curraleiras e obteve sorologia negativa
para Brucella abortus. Em nucleos de conservagdo de bovinos Pantaneiros, a
soropositividade em 1990 era de 11,4%. ApOs a adocdo de medidas de controle,
foi reduzida para 9,8% em 1993 e para 3,78% em 2006 (JULIANO et al., 2007).

Segundo recomendacfes do PNCEBT (BRASIL, 2006) o controle da
brucelose apoia-se basicamente em acdes de vacinacdo massal de fémeas,
diagnostico e sacrificio dos animais positivos. A eliminacdo das fontes de
infeccdo, feita por meio de uma rotina de testes diagndsticos com sacrificio dos
reagentes, € apresentada como a base das acdes que visam certificar
propriedades livres da doenca.

A leptospirose é uma zoonose de distribuicAo mundial causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira (LEVETT, 2001). Manifesta-se
como doenca sistémica em seres humanos e animais domésticos, principalmente
caes, bovinos e suinos, caracterizando-se por febre, insuficiéncia renal e
hepatica, manifestacdo pulmonar e falhas reprodutivas (ADLER & MOCTEZUMA,
2010).

A frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em rebanho de bovinos
Curraleiros foi de 31,6% dentre os 569 animais amostrados por JULIANO (2006).
SANTIN (2008) encontrou 58,6% de bovinos desta raga com sorologia positiva,
dentre os 58 testados. Os sorovares mais prevalentes nos dois estudos foram
Hardjo e Wolffi, reforcando a importancia da espécie bovina na manutencéo e
disseminagdo desses sorovares. Ao realizarem levantamento de doencas da

esfera reprodutiva em nudcleo de conservacdo do bovino Pantaneiro no Mato
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Grosso do Sul, PELLEGRIN et al. (1997) detectaram soroprevaléncia de 21,7%
para leptospirose. No levantamento feito por JULIANO et al (2011) a prevaléncia
média de sororeagentes para leptospirose nos nudcleos de conservacdo desta
raca foi de 30,3%.

PELLEGRIN et al. (1997) recomendaram investigacdes anuais em
rebanhos de racgas locais, com descarte de animais positivos, quando possivel, e
utilizacado das medidas imunoprofilaticas disponiveis, visando minimizar os fatores
que possam interferir nos indices de fertilidade da raca. MARQUES et al. (2010)
citaram que quando a infeccdo é determinada por sorovares transmitidos de
bovino a bovino, trés medidas devem ser praticadas simultaneamente: proibir a
introducd@o de animais no rebanho sem realizacdo de sorologia, tratar os animais
sororeagentes e fortalecimento da imunidade utilizando uma vacina que contenha
as principais variedades presentes na regidao. No caso de infecgfes incidentais,
determinadas por sorovares que ndo sao mantidos pelos bovinos deve-se
identificar de que forma o rebanho esta sendo exposto ao contato com o0s
reservatorios naturais destas variedades. Somente desta forma sera possivel,
através de medidas de higiene e de tecnificacdo da criacdo, controlar a
leptospirose.

Os objetivos deste trabalho foram determinar a frequéncia da brucelose
e da leptospirose em bovinos das racas locais, Curraleiro Pé Duro e Pantaneiro e
identificar os fatores associados a ocorréncia destas zoonoses no Cerrado e

Pantanal.

2 Material e métodos

2.1 Area de estudo

A investigacao epidemiologica em bovinos Curraleiros foi realizada com
amostras oriundas de regido caracteristica de Cerrado, que consiste no segundo
maior bioma da América do Sul, ocupando 22% do territorio nacional. A sua area
continua incide sobre os estados de Goias, Tocantins e Piaui, onde foram feitas

as colheitas, além do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia,
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Maranhdo, Rondbnia, Parana, Sdo Paulo e Distrito Federal, além dos encraves
em outros trés estados. O clima dominante é o tropical quente subumido, com
apenas duas estacdes, uma seca e uma chuvosa. A precipitacao varia entre 600
e 2.200 mm anuais, com temperaturas médias anuais entre 22° C e 27° C. A
cobertura vegetal predominante € a savana, ocorrendo ainda algumas formacfes
florestais (IBGE, 2004).

O soro dos bovinos Pantaneiros foi colhido nos estados de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, abrangidos pelo bioma Pantanal, que se constitui
na maior superficie inundavel interiorana do planeta, e Cerrado. De acordo com
IBGE (2004) o Pantanal ocupa 1,76% da area total do territorio brasileiro. As
inundacdes anuais, por atingirem grande extensao, serem de longa duracéo e por
imprimirem modificagbes bioldgicas e soOcio-econdmicas, constituem o fator
determinante da existéncia de um macrossistema classificavel como bioma. O
clima é quente e chuvoso no verdo e ameno e seco no inverno. A precipitacao
varia entre 1.000 a 1.400 mm anuais concentrada entre os meses de dezembro a

marco.

2.2 Colheita, remessa e armazenamento de amostras

Foram utilizadas 1.528 amostras sanguineas de bovinos Curraleiros e
Pantaneiros de diferentes sexos e idades, componentes de um banco de
amostras bioldgicas colhidas por ocasido das visitas aos nucleos de conservacao
das racas em atividades da Rede Pro-Centro Oeste.

Para a colheita de sangue procedeu-se puncdo da veia jugular,
empregando tubos esterilizados com vacuo e sem anti-coagulante, do tipo
vaccutainer, deixados em descanso por seis horas em temperatura ambiente para
o dessoramento. O soro obtido de cada amostra foi transferido para tubos de 1,5
mL, remetidos em caixas isotérmicas contendo bolsas de gelo reciclavel para o
Laboratério Multiusuario de Pés-Graduagcao EVZ/UFG e armazenados em freezer
a-18°C.

A amostra foi composta por 1.280 soros de bovinos Curraleiros,

provenientes de 20 criatérios nos Estados do Piaui, Goias e Tocantins e 248
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soros de bovinos Pantaneiros, oriundos de quatro propriedades, localizadas no
Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (Tabela 1).

TABELA 1 - Origem das amostras de soro de bovino das ragas Curraleiro Pé Duro
e Pantaneiro, submetidas a sorologia para determinacdo da
prevaléncia de brucelose e leptospirose

Raca Estado n %
Piaui 416 27,2
Curraleiro Pé Duro Goias 707 46,3
Tocantins 157 10,3
_ Mato Grosso do Sul 150 9,8
Pantaneiro
Mato Grosso 98 6,4
Total 1.528 100,0

2.3 AvaliacOes laboratoriais

Para deteccdo de anticorpos anti-Brucella abortus foi realizada a prova
de soroaglutinacdo com antigeno acidificado tamponado (AAT, Instituto de
Tecnologia do Parana - Tecpar, Curitiba, Parand), seguindo a recomendacao do
MAPA (BRASIL, 2006). Esta técnica baseia-se na adigao em placa de 30 L de
antigeno e 30 pL de soro a ser testado, seguida de agitagdo suave durante quatro
minutos. A leitura é feita com luz indireta e a reacdo positiva baseia-se na
presenca de grumos.

Os soros reagentes foram encaminhados ao Laborat6rio de Andlise e
Diagnéstico Veterinario (Labvet) credenciado pelo MAPA, para realizacdo do teste
confirmatorio pela combinacdo da prova de soroaglutinacédo lenta (SAL) e do 2-
mercaptoetanol (2-ME).

Para deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp foi adotada a técnica
de soroaglutinacdo microscopica (SAM). A metodologia e interpretacdo adotadas
foram aquelas descritas no Manual of Standars for Diagnostics Tests and
Vaccines (OIE, 2009). Esta técnica baseia-se na adicdo de soro suspeito do
animal em diluicbes crescentes a culturas de diversas sorovariedades de

Leptospira spp. mantidas em laborat6rio em meios especificos.
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Foram empregados 19 sorovares de Leptospira spp. que compde a
colecdo de culturas vivas mantidas no Laboratério de Leptospirose da EVZ/UFG,
onde a sorologia foi realizada. Foram testados soros frente aos sorovares
Andamana, Australis, Autumnalis, Bratislava, Butembo, Canicola, Castelonis,
Copenhageni, Grippothyphosa, Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorraghiae, Patoc,
Pomona, Pyrogenes, Sentot, Shermani, Tarassovi e Wolffi.

Na etapa de triagem os soros que apresentaram 50% ou mais de
leptospiras aglutinadas, considerando os respectivos controles, foram submetidos
a uma segunda prova para titulacdo de anticorpos com os antigenos identificados
como reagentes, sendo consideradas positivas amostras que apresentaram
anticorpos aglutinantes em uma diluicdo minima de 1:100.

O sorovar considerado como provavel causador da infeccdo foi o que
apresentou maior titulo. Na eventualidade do maior titulo ser apresentado para
dois ou mais sorovares, a amostra foi enquadrada como co-aglutinagéo.

Como um mesmo individuo pode apresentar aglutinacées para varios
antigenos testados, considerou-se o maior titulo de anticorpos para cada animal,
independente do sovovar. Para avaliar a frequéncia dos sorovares nao foi levado

em consideracgéo o titulo de anticorpos.

2.4 Determinacao dos fatores associados para brucelose e leptospirose

No momento da colheita das amostras de soro, foi aplicado
questionario fechado (Anexo 1), elaborado com base em THRUSFIELD (2004),
para a determinacao dos fatores associados a leptospirose e brucelose bovina em
todas as propriedades integrantes do estudo.

Foram analisadas caracteristicas individuais do animal testado, como o
sexo e a idade, assim categorizada: abaixo de 12 meses, entre 12 e 24 meses ou
acima de 24 meses. Também foram obtidas informacgdes referentes ao sistema de
criacdo, com destaque para tamanho do rebanho, criagdo de outras racas
bovinas, aquisicdo de animais, ado¢do de quarentena, utilizacdo de pasto em
comum com outras propriedades, pratica de aluguel de pastos, acesso dos

bovinos a &reas alagadicas, pratica de abate na fazenda; sistema de reproducao;
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presenca de touro proprio; ocorréncia de abortos nos ultimos 12 meses; adocdo
de vacinas contra leptospirose e brucelose; presenca de animais silvestres e de
outras espécies de animais domésticos e ado¢cdo de manejo superextensivo, para
categorizar os bovinos em pastagens nativas com livre acesso a mata e maior

contato com possiveis reservatorios silvestres.

2.5 Andlise estatistica

Foi estimada a frequéncia de animais positivos para a infeccdo de
acordo com as variaveis qualitativas avaliadas. A associacdo entre essas
variaveis e a reacao soroldgica positiva foi verificada por meio do teste exato de
Fisher (p<0,20).

A fim de estabelecer a associacdo de fatores de risco com a variavel
resposta: a soropositividade, foi empregada a analise de regressdo logistica
multivariada, comumente usada para a analise de dados em que a variavel
resposta é dicotdmica (binaria). Assim, foram criados dois modelos, um para
Curraleiros e outro para Pantaneiros.

A partir dos coeficientes dos modelos foram estimados as odds ratio
dos fatores associados e seus intervalos de confianca. A analise dos dados foi
realizada com o auxilio do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).

3 Resultados

Apés testar 1.280 amostras de soro de bovinos Curraleiros Pé Duro
provenientes de 20 propriedades, por meio de AAT, foram detectados nove
animais positivos, fornecendo uma frequéncia geral de 0,7% para a infeccao.
Todas as sororeagentes eram fémeas com idade superior a 24 meses
caracterizando frequéncia de brucelose de 0,83% nesta categoria. Os animais
eram oriundos de cinco criatorios do Estado de Goias e, portanto, a brucelose foi
diagnosticada em 25% dos rebanhos da raca Curraleiro Pé Duro. As principais

caracteristicas observadas nos criatérios com bovinos positivos estéo listadas no
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Quadro 1. Nenhuma das 248 amostras de soro de bovinos Pantaneiros testada

mostrou reagéo ao teste.

QUADRO 1 — Caracteristicas dos criatérios de bovinos Curraleiros Pé Duro com
animais positivos para brucelose

Propriedades
Propriedade | Propriedade | Propriedade | Propriedade | Propriedade
Caracteristicas 1 2 3 4 5
Animais 01 01 03 02 02
positivos
Tamanho do mais de mais de entre 51- mais de mais de
100 100 100 100 100
rebanho S L L S S
animais animais animais animais animais
Vacina contra : ~ N . ~
sim nao nao sim nao
brucelose
Compra de
animais na sim nao sim sim sim
propriedade
Adocéo de , nao se ~ ~ ~
sim : nao nao nao
guarentena aplica
Pastagem em
comum com ~ ~ ~ ~ ~
nao nao nao nao nao
outras
propriedades
Aluga pastos néo néo nao nao nao
Abate na , ~ ~ - .
i sim nao nao nao sim
propriedade
Sistema de monta monta monta monta monta
reproducao natural natural natural natural natural
Origem do . . . . .
touro préprio préprio préprio préprio préprio

Em relacdo a leptospirose na raca Curraleiro detectaram-se aglutininas

anti-Leptospira em 573 amostras (44,8%) e para os Pantaneiros em 127 amostras

(51,2%). Observou-se que 100% dos criatérios foram positivos para leptospirose

para ambas as racas. A frequéncia da infeccado por Leptospira spp. em bovinos

Curraleiros por Estado foi de 43,8% no Piaui, 44% em Goias e 51% no Tocantins

(Tabela 2). Nos Pantaneiros detectou-se 53% de soropositividade no Mato Grosso
e 50% no Mato Grosso do Sul (Tabela 3).




45

TABELA 2 — Frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. no teste de SAM em
1.280 amostras de soro bovino da raca Curraleiro Pé Duro de 20
propriedades nos Estados do Piaui, Goias e Tocantins

Estados
Piaui Goias Tocantins
Resultado n % n % n %
Nao reagente 234 56,3 396 56,0 77 49,0
Reagente 182 43,8 311 44,0 80 51,0
Total 416 100,0 707 100,0 157 100,0

TABELA 3 — Frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. no teste de SAM em
248 amostras de soro bovino da raca Pantaneiro de quatro
propriedades nos Estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul

Estados
Mato Grosso Mato Grosso do Sul
Resultado n % n %
N&o reagente 46 47,0 75 50,0
Reagente 52 53,0 75 50,0
Total 98 100,0 150 100,0

A frequéncia de resposta sorolégica por sorovar nas duas racas
estudadas esta apontada na Tabela 4. Em decorréncia da frequéncia elevada de
co-aglutinacdes pelos antigenos Hardjo e Wolffi, este resultado compds uma
categoria separada na analise. Foi possivel verificar predominancia de resposta
ao sorovares Hardjo e Wolffi, elevada ocorréncia de co-aglutinacdes, além de
resposta importante ao sorovar Grippotyphosa, principalmente em Pantaneiros
(Figuras 1 e 2).
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TABELA 4 — Frequéncia de reacdes positivas por sorovar de Leptospira spp. no
teste de SAM em 573 amostras de soro de bovinos Curraleiros Pé
Duro e Pantaneiros de 24 propriedades

Raca
Curraleiro Pantaneiro
Sorovar n % n %
Andamana 1 0,2 — 0,0
Australis 4 0,7 — 0,0
Autumnalis 9 1,6 4 3,1
Bratislava 11 1,9 2 1,6
Butembo 4 0,7 2 1,6
Canicola 3 0,5 — 0,0
Castelonis 4 0,7 3 2,4
Copenhageni 5 0,9 — 0,0
Grippotyphosa 43 7,5 25 19,7
Hardjo 141 24,6 33 26,0
Hebdomadis 21 3,7 — 0,0
Icterohaemorraghiae 16 2,8 — 0,0
Patoc 19 3,3 9 7,1
Pomona 21 3,7 4 3,1
Pyrogenes 8 1,4 1 0,8
Sentot 5 0,9 — 0,0
Shermani 32 5,6 — 0,0
Tarassovi 1 0,2 — 0,0
Wolffi 123 21,4 28 22,0
Co-aglutinacéo 62 11,0 8 6,3
wio L S LR S
Total 573 100,0 127 100,0
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FIGURA 1 — Frequéncia de reacdes positivas por sorovar de Leptospira spp. em
573 amostras de soro de bovinos Curraleiros Pé Duro reagentes no
teste de SAM
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FIGURA 2 - Frequéncia de reacdes positivas por sorovar de Leptospira spp. em
127 amostras de soro de bovinos Pantaneiros reagentes no teste de
SAM
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A frequéncia de titulos de anticorpos anti-Leptospira para os principais
sorovares esta apresentada na Tabela 5. Titulag6es entre 1:100 e 1:200 foram
mais frequentes para a maior parte dos sorovares, contudo titulacbes mais
elevadas também foram observadas, como nas reacdes para o sorovar Wolffi em

ambas as ragas.

TABELA 5 — Frequéncia de titulos de anticorpos anti-Leptospira interrogans para
0s principais sorovares no teste de SAM em bovinos Curraleiros Pé
Duro e Pantaneiros

Curraleiros 100 200 400 800 Total
Sorovar n % n % n % n % n %
Grippotyphosa 7 16,3 9 209 17 395 10 233 43 100,0
Hardjo 34 241 44 312 34 241 29 206 141 1000
Hebdomadis 10 47,6 5 23,8 4 19,0 2 9,5 21 100,0
Patoc 12 63,2 4 21,1 2 10,5 1 53 19 100,0
Pomona 7 33,3 6 28,6 6 28,6 2 9,5 21 100,0
Shermani 7 21,9 10 31,3 10 31,3 5 15,6 32 100,0
Sentot 4 80,0 1 20,0 - 0,0 - 0,0 5 100,0
Wolffi 11 8,9 32 26,0 39 31,7 41 333 123 1000
Pantaneiros 100 200 400 800 Total
Sorovar n % n % n % n % n %
Autumnalis - 0,0 3 75,0 - 0,0 1 25,0 4 100,0
Castelonis 2 66,7 1 33,3 - 0,0 - 0,0 3 100,0
Grippotyphosa 5 2000 14 56,0 5 20,0 1 4,0 25 100,0
Hardjo 7 21,2 6 18,2 11 33,3 9 27,3 33 100,0
Patoc 3 33,3 5 55,6 1 11,1 - 0,0 9 100,0
Pomona - 0,0 2 50,0 - 0,0 2 50,0 4 100,0
Wolffi 5 17,9 8 28,6 9 32,1 6 21,4 28 100,0

A frequéncia de sororeacéo para Leptospira spp. foi determinada em
animais nas trés faixas etarias (Tabela 6), revelando diferenca significativa
(p<0,001) entre a ocorréncia de leptospirose nas diferentes idades para as duas
racas. Em Curraleiros, animais acima de 24 meses foram os mais acometidos, ao
passo que em Pantaneiros bovinos entre 12 e 24 meses apresentaram maior

frequéncia. A ocorréncia de reacdes positivas por sexo esta apontada na Tabela
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7. Para tal variavel foi detectada diferenca estatistica (p<0,01) na presenca de

anticorpos contra a infec¢cdo apenas em Pantaneiros.

TABELA 6 — Frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. no teste de SAM em
bovinos das racas Curraleiro Pé Duro e Pantaneiro de acordo com a

faixa etaria
Leptospirose
Idade / Raca N&o reagente Reagente
n % n % n %

Curraleiro

<12m 117 71,3 47 28,7 164 100,0
12m -24 m 20 66,7 10 33,3 30 100,0
>24m 570 52,5 516 47,5 1.086 100,0
Total 707 55,2 573 44,8 1.280 100,0
Pantaneiro

<12m 54 83,1 11 16,9 65 100,0
12m -24 m 12 34,3 23 65,7 35 100,0
>24m 55 37,2 93 62,8 148 100,0
Total 121 48,8 127 51,2 248 100,0

p < 0,001 em ambas as ragas

TABELA 7 - Frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. no teste de SAM em
bovinos das racas Curraleiro Pé Duro e Pantaneiro de acordo com o

sexo
Leptospirose

Sexo / Raga N&o reagente Reagente

n % n % n %
Curraleiro
Macho 153 56,5 118 43,5 271 100,0
Fémea 554 54,9 455 45,1 1.009 100,0
Total 707 55,2 573 44,8 1.280 100,0
Pantaneiro
Macho 39 67,2 19 32,8 58 100,0
Fémea 82 43,2 108 56,8 190 100,0
Total 121 48,8 127 51,2 248 100,0

p<0,01 em bovinos Pantaneiros
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A anadlise das varidveis associadas a soropositividade de bovinos
Curraleiros para pelo menos um sorovar, por meio da analise pontual e intervalar
da odds ratio, identificaram como fatores associados a infec¢éo por Leptospira
interrogans: acesso a area alagadica, ocorréncia de abortos, vacinacdo contra
leptospirose e pratica de abate na propriedade (Tabelas 8 e 9). J& para bovinos
Pantaneiros apresentaram relagdo as variaveis sexo e idade, estando sob maior

risco fémeas na faixa etaria entre 12 e 24 meses (Tabelas 10 e 11).

TABELA 8 - Resultado da analise univariada dos possiveis fatores associados a
leptospirose, em rebanhos de bovinos Curraleiros Pé Duro, para
variaveis relacionadas aos animais e aos rebanhos dos quais fazem
parte (p<0,20)

Variavel Expostos/focos Expostos/ndo focos p
Idade superior a 24 meses 1086/516 1086/570 <0,001
Rebanhos de até 50 animais 110/57 110/53 0,038
Ingresso de animais 1000/467 1000/533 0,009
Adota quarentena 453/234 453/219 <0,001
Cria outra raca 886/415 886/471 0,028
Acesso a areas alagadicas 568/300 568/268 <0,001
OcorrlenC|a de abortos na 4471242 4471205 <0,001
propriedade

Vacina contra leptospirose 80/68 80/12 <0,001

Pastagem em comum com
outra propriedade
Abate na fazenda 553/280 553/273 <0,001

110/57 110/53 0,132

TABELA 9 — Modelo final da regresséo logistica multivariada de fatores de risco
(odds ratio) para leptospirose em Curraleiros Pé Duro

Variavel Odds ratio IC*

Acesso a areas alagadicas 2,64 1,93 - 3,61
Abate na fazenda 2,40 1,76 - 3,29
Ocorréncia de abortos na propriedade 4,06 1,77 -9,30
Vacina contra leptospirose 6,04 2,83-12,89

* |C: intervalo de confianca
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TABELA 10 - Resultado da andlise univariada dos fatores associados a leptospirose,
em rebanhos de bovinos Pantaneiros, para variaveis relacionadas aos
animais e aos rebanhos dos quais fazem parte (p<0,20)

Variavel Expostos/focos Expostos/ndo
focos

Animais do sexo feminino 190/108 190/82 0,001
Idade entre 12 e 24 meses 35/23 35/12 <0,001
N&o possui touro préprio 15/14 15/1 <0,001
N&o ha ingresso de animais 15/14 15/1 <0,001
Manejo superextensivo 233/113 233/120 <0,001
N&o adota monta natural 15/14 15/1 <0,001

TABELA 11 — Modelo final da regresséo logistica multivariada de fatores de risco
(odds ratio) para leptospirose em Pantaneiros

Variavel Odds ratio IC
Idade entre 12 e 24 meses 18,54 [6,28-54,71]
Fémeas bovinas 4,34 [2,05-9,20]

* |C: intervalo de confianca

4 Discussao

Por meio do teste de AAT, seguido de confirmacdo com SAL + 2-ME,
verificou-se frequéncia de sororeagéo de 0,7% bovinos Curraleiros. No trabalho
de JULIANO (2006) também com essa raca, a frequéncia da enfermidade foi
superior a aqui detectada, com indice de 1,23%. ACYPRESTE et al. (2002), em
Goiania obtiveram 1,74% em rebanhos leiteiros e ROCHA et al. (2009) em estudo
mais amplo no Estado de Goias, encontraram prevaléncia de 1,36% em rebanhos
de corte, 2,55% em rebanhos leiteiros e 4,33% em animais com aptidao produtiva
mista. Diferencas no método de amostragem tornam dificil a comparacao direta
dos resultados, contudo postula-se que a frequéncia mais baixa detectada neste
trabalho possa estar relacionada ao sistema de producdo extensivo ou
superextensivo adotado nos criatérios de bovinos Curraleiros, 0 que minimiza a
chance de contato com pastagens, agua, alimentos e fdmites contaminados pelo

agente.
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Apesar da baixa frequéncia de animais sororeagentes detectou-se
positividade consideravel para rebanhos, visto que dentre os 20 criatorios de
Curraleiros testados, cinco (25%) possuiam animais positivos, todos se
localizavam em Goias. ACYPRESTE et al. (2002), relataram prevaléncia de focos
de 17,8%, inferior a aqui detectada, em fémeas bovinas na bacia leiteira de
Goiania. No estudo de ROCHA et al. (2009) no Estado do Goias o indice de
propriedades positivas detectadas foi de 17,5%.

Segundo ROCHA et al. (2009) e GODFROID et al. (2011) a compra de
animais infectados é amplamente reportada como o principal fator de introducao
de brucelose em rebanhos livres. A aquisicdo de bovinos sem exigéncia de testes
sorologicos negativos revelou-se como pratica comum nos criatorios de bovinos
de racas locais visitados. Tal observacdo associada a baixa adesdo a vacinacao
obrigatoria preconizada pelo PNCEBT pode ter contribuido para o elevado indice
de rebanhos com animais reagentes a sorologia.

FIORAVANTI et al. (2011) relataram como vantagens de bovinos
Curraleiros apontadas pelos criadores, a rusticidade, a resisténcia a
enfermidades, a pequena necessidade de cuidados e os baixos custos de
manutencdo. Dentre os cinco criatorios de Curraleiros com bovinos sororeagentes
neste estudo, em trés ainda n&o se praticava vacinacao contra brucelose, apesar
de tal medida fazer parte do PNCEBT. Além disso, em trés rebanhos eram
introduzidos animais sem adocdo de quarentena. Diante disso, fica claro que é
necessario conscientizar os produtores, pois a falta de valoracdo econdémica e
investimentos, associada a falsa ideia de que a resisténcia dispensa a adoc¢éo de
vacinas e outras medidas sanitarias, podem comprometer 0s programas de
conservacdo de bovinos Curraleiros. Consequentemente, a intensificacdo do
programa obrigatério de vacinacdo parece ser uma prioridade, conforme sugerido
por ROCHA et al. (2009),com o objetivo de atingir e sustentar cobertura vacinal de
bezerras em, pelo menos, 80% do rebanho.

Todos o0s bovinos Pantaneiros avaliados apresentaram sorologia
negativa para brucelose. Segundo JULIANO et al. (2007) o manejo sanitario para
brucelose bovina em Nucleos de conservacdo de bovinos Pantaneiros iniciou-se
em 1991, com a vacinagao de bezerras e descarte de animais positivos. Estudos

citados pelos autores mostram a diminuigcdo da prevaléncia ao longo dos anos,
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caindo de 11,4% em 1990 para 3,78% em 2006. O resultado deste estudo, em
que nenhuma amostra testada mostrou reagdo ao teste, aponta para uma
situacdo de controle da brucelose nos Nucleos de conservacdo de bovinos
Pantaneiros, condi¢cdo que se respalda nas afirmacdes de ROCHA et al. (2009)
para 0s quais a vacinacao contra brucelose € um dos fatores fundamentais no
controle da doenca.

Em relacdo a leptospirose, titulos iguais ou superiores a 100 para um
ou mais sorovares foram detectados em 573 bovinos Curraleiros (44,76%).
JULIANO (2006) detectou prevaléncia inferior (31,6%) ao avaliar 569 animais da
raca Curraleiro, ao passo que SANTIN (2008) encontrou indices mais elevados
(58,6%) dentre os 58 testados. Em amplo estudo desenvolvido em 21 estados
brasileiros por FAVERO et al. (2001), o percentual médio de animais reagentes
para pelo menos uma variante soroldgica de Leptospira spp. foi 37,94%. No
estrato que incluiu os estados de Piaui, Goias e Tocantins a média encontrada
pelos os autores foi de 49,55%, comparavel ao valor (44,76%) detectado para
bovinos Curraleiros nos citados estados nesse trabalho. Portanto, a frequéncia de
leptospirose nos bovinos Curraleiros avaliados esteve dentro dos valores
esperados.

A frequéncia de bovinos reagentes para leptospirose em Nucleos de
conservacao de bovinos Pantaneiros foi de 51,2%. Ao pesquisarem doencas da
esfera reprodutiva em Nucleos de conservacdo da raca, JULIANO et al. (2011)
detectaram indice de 30,3% para leptospirose, sendo 11,8% para Fazenda
Nhumirim (Embrapa Pantanal) e 55,5% para o Nucleo de conservacdo de
Poconé. Em inquérito soroldgico para a infeccdo em 282 bovinos de corte no
Pantanal, TOMICH et al. (2007), encontraram 50,7% de animais positivos,
resultados mais proximos aos detectados nos bovinos Pantaneiros deste estudo.
Apesar de se tratar de animais de raga distinta, os rebanhos avaliados neste
trabalho pertenciam a mesma regido em que a endemicidade se mostrou elevada.
Segundo cita¢des de VIEIRA et al. (2011) as condi¢des ecolbgicas do Pantanal
sdo altamente favoraveis a ocorréncia da leptospirose bovina, uma vez que o
agente sobrevive mais tempo em areas alagadas e com temperaturas elevadas.

No Brasil a soroprevaléncia da leptospirose em rebanhos varia de 74%
a 100% (FIGUEIREDO et al., 2009). Nas 24 propriedades estudadas foram
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detectados bovinos sororeagentes, com positividade em 100% das propriedades
de Curraleiros Pé duro e Pantaneiros, indicando comportamento enzodtico da
infeccdo. FAVERO et al. (2001) encontraram prevaléncia de 84,1% de
propriedades com pelo menos um animal reagente. Em alguns Estados a
prevaléncia foi menor (74%) e em outros, semelhante (100%) a obtida nesse
estudo. OLIVEIRA et al. (2010) também alertaram para a alta frequéncia (77,9%)
da infeccdo nos rebanhos estudados no estado da Bahia. Em S&o Paulo,
CASTRO et al. (2008) detectaram 71,8% das propriedades examinadas com pelo
menos um bovino soropositivo. Essa situacdo é corroborada pelos resultados de
FIGUEIREDO et al. (2009) que avaliaram prevaléncia de leptospirose em 178
rebanhos do Mato Grosso do Sul e encontraram positividade em 96,5% rebanhos,
semelhante a aqui observada.

Em relacdo a idade dos bovinos acometidos verificou-se um
incremento da prevaléncia da leptospirose com o aumento da idade, sendo os
bezerros menos acometidos do que as outras categorias. Resultados
semelhantes foram obtidos por PRESCOTT et al, (1988), ALONSO-
ADICOBERRY et al. (2001) e JULIANO (2006). Tais resultados séo justificados
principalmente pela oportunidade dos animais em terem contato com o agente e
ao indice de infeccdo ambiental. JULIANO (2006), ao estudar rebanhos
Curraleiros, ressaltou que o fato desses animais serem criados em regime
extensivo, em pastagens com baixa lotacdo e com fonte de agua corrente, deve
minimizar o contato entre os hospedeiros susceptiveis e a fonte de infeccao,
restringindo as possibilidades de disseminacdo da doenca, e por iSSO animais
mais velhos teriam maior oportunidade de se infectarem e apresentarem
soropositividade. Nos Curraleiros aqui testados, maior indice de soropositividade
foi detectado em bovinos acima de 24 meses. J&4 no Pantanal, em decorréncia de
caracteristicas do bioma, como elevada umidade e diversidade da fauna silvestre,
postula-se que em bovinos Pantaneiros o contato com o agente possa acontecer
mais precocemente e por isSso esses animais apresentaram maior frequéncia de
aglutininas anti-Leptospira entre 12 e 24 meses.

As titulacbes de anticorpos contra Hardjo, sorovar para o qual os
bovinos sdo hospedeiros de manutencéo, foram predominantes na titulagdo 1:200
em Curraleiros e 1:400 em Pantaneiros. Segundo JULIANO et al. (2007) a
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ocorréncia de titulos de anticorpos em baixas diluicdes, como aqui detectado,
podem indicar que a enfermidade ocorre de forma enzodética. Para FIGUEIREDO
et al. (2009) a resposta sorolégica para Hardjo pode ser bastante variavel,
inclusive no aborto, sendo possivel verificar animais soronegativos e outros
mostrando altos titulos. No sorovar Wolffi detectou-se predominancia de titulos
mais elevados, prevalecendo 1:800 em Curraleiros e 1:400 em Pantaneiros. Tais
resultados discordam das citaces de MARQUES (2008), pois, por se tratar de
hospedeiro de manutencdo desse sorogrupo titulagbes acima de 1:800 em
bovinos séo raras.

Dentre os fatores de risco evidenciados para Curraleiros o acesso dos
bovinos a areas alagadicas, a pratica de abate na propriedade e o relato de
abortos nos 12 meses que antecederam o estudo, aumentaram em 2,64, 2,40 e
4,06 vezes a chance de infeccédo, respectivamente. Para FIGUEIREDO et al.
(2009) variaveis de manejo sdo comumente identificadas como possiveis de
aumentar o risco de ocorréncia de leptospirose. Essas variaveis, apontadas como
as mais importantes, estéo todas relacionadas a possivel dispersao de leptospiras
na propriedade. FAINE et al. (1999) ressaltaram que uma vez no ambiente, o
agente pode permanecer viavel por longos periodos, dependendo das condi¢ces
climaticas, aumentando de forma significativa a chance de contato e infeccdo de
novo individuo susceptivel.

Animais provenientes de propriedades em que € adotada a vacinagao
contra leptospirose revelaram 6,04 vezes mais chances de apresentarem infec¢ao
para pelo menos um sorovar de Leptospira spp. Este resultado parece
contraditorio com a funcéo protetora da vacina, mas, provavelmente, € o resultado
da auséncia de uma politica de vacinacdo sistematica contra leptospirose. Tal
situacdo também foi evidenciada por ROCHA et al. (2009). Nessas situacdes, 0s
pecuaristas costumam recorrer a vacinas quando descobrem que o rebanho esta
acometido por enfermidades da esfera reprodutiva, seja porque ocorreram
abortos ou porque os testes diagndsticos foram positivos. Postula-se ainda que a
aglomeracao de animais para realizacdo da vacinacédo culmina em maior risco de
infeccdo por favorecer o contato entre bovinos infectados e susceptiveis. Além
deste aspecto, deve-se ressaltar que a composicdo das vacinas comerciais

disponiveis no Brasil ndo abrange a totalidade de sorovares para 0s quais
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detectaram-se resposta e assim, a protecdo conferida pelo imunégeno fica
comprometida.

As andlises das variaveis associadas a soropositividade em bovinos
Pantaneiros indicaram que estdo sob maior risco fémeas na faixa etaria entre 12 e
24 meses. O sexo aumentou em 4,34 vezes a chance de infeccdo, enquanto a
idade aumentou em 18,54 vezes. Apesar do maior risco atribuido a essa faixa
etaria, a frequéncia de soropositividade na categoria acima de 24 meses foi
semelhante, com 65,71% e 62,84%, respectivamente. Tal ocorréncia foi bastante
superior a observada em bovinos de até 12 meses, que apresentaram 16,92% de
reagentes. O incremento do risco em animais mais velhos pode ser atribuido a
maior possibilidade dos mesmos entrarem em contato com a Leptospira spp.
JULIANO (2006) ressaltou que animais mantidos em regime extensivo, em
pastagens com baixa lotacdo e com fonte de agua corrente, devem ter menor
contato com a fonte de infecgao, restringindo as possibilidades de disseminacao
da doenca, e por isso animais mais velhos teriam maior oportunidade de se
infectarem e apresentarem soropositividade. No presente estudo, em decorréncia
de caracteristicas do bioma Pantanal, como elevada umidade e riqgueza da fauna
silvestre, postula-se que em bovinos Pantaneiros o contato com o0 agente possa
acontecer mais precocemente e por iSSO estes animais apresentaram mais
aglutininas anti-Leptospira entre 12 e 24 meses.

O inquérito sorolégico nas duas racas apontou como sorovares mais
importantes Hardjo e Wolffi. Em bovinos Curraleiros a frequéncia de anticorpos
contra esses sorovares foi 25% e 21% e em Pantaneiros, 26% e 22%,
respectivamente. Em rebanhos Curraleiros JULIANO (2006) e SANTIN (2008)
também detectaram prevaléncia nitidamente maior de aglutinacées para Hardjo e
Wolffi, além de ocorréncia significativa dos sorovares Hebdomadis e
Grippotyphosa. Da mesma forma, em bovinos Pantaneiros, a maior parte das
infeccbes por Leptospira spp. foi atribuida as variantes Hardjo e Wolffi por
PELEGRIN et al. (1999). TOMICH et al. (2007) também analisaram, por meio da
SAM, soros de bovinos de corte no Pantanal e as citadas sorovariedades foram
predominantes.

No estudo de FAVERO et al. (2001) Hardjo e Wolffi foram detectadas

como variantes mais provaveis, embora com prevaléncias distintas, no Mato
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Grosso do Sul (51,5% e 24,2%), Mato Grosso (82,35% e 5,88%), Goias (63,7% e
13%) e Piaui (66,5% e 14,2%), estados nos quais localizavam-se os bovinos de
racas crioulas analisados no presente trabalho. Em Minas Gerais ARAUJO et al.
(2005) obtiveram 19,7% de reacOes positivas ao sorovar Hardjo e 13,2% de
Wolffi. Na Bahia OLIVEIRA et al. (2010) detectaram predominéncia de respostas
a Hardjo (34,49%) seguido pelos sorovares Shermani e Wolffi. Para os autores
flutuacbes na sororeatividade no decorrer do tempo podem ser atribuidas a
fatores intrinsecos e extrinsecos que modificam a triade epidemioldgica agente,
hospedeiro, ambiente.

A predominancia do sorovar Hardjo nos rebanhos estudados também
esta de acordo com os resultados obtidos em estudos em outros paises, segundo
citacbes de LEVETT (2001), que afirmou ser a espécie bovina o reservatorio
preferencial dessa variedade de Leptospira spp. Para FIGUEIREDO et al. (2009)
muitos animais permanecem como carreadores assintomaticos e sdo o0s principais
responsaveis pela disseminacdo do agente no rebanho, por mecanismos de
transmissao de bovino a bovino, em dependéncia de fatores ambientais e de
manejo. Assim, segundo LILENBAUM (1996), trés medidas de controle
simultaneas podem ser praticadas: evitar a introducao de animais no rebanho,
salvo quando soronegativos ou tratados com dihidroestreptomicina; tratar os
bovinos sororreagentes do rebanho com a mesma droga e fortalecer a imunidade
por meio da adocéo de vacinas gque possuam as sorovariedades mais prevalentes
na regiao.

As co-aglutinacdes, para Hardjo e Wolffi e entre outros diferentes
sorovares foram constatadas em 18% dos Curraleiros e em 12% dos Pantaneiros
soropositivos. Tais reacdes podem ser explicadas, como apontado por JULIANO
(1999), pela infeccdo concomitante de varios sorovares de Leptospira spp. ou por
reacoes cruzadas dentro de um mesmo sorogrupo. Este evento ocorre em
decorréncia da estreita afinidade antigénica em um mesmo sorogrupo, cComo no
caso de Hardjo e Wolffi, predispondo a reagbes paradoxais entre 0S mesmos na
SAM, pela deteccdo de anticorpos pouco especificos. Em exames sorologicos
seriados pode ficar definido um padrdo de aglutininas mais especifico, pela
presenca de 1gG, como apontado por MARQUES (2008).
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Além da presenca de sorovariedades de Leptospira spp. para as quais
0 bovino comporta-se como hospedeiro de manutencdo, cuja transmissao
usualmente ocorre entre individuos da espécie, foram detectadas reacles
acidentais por outros sorovares. Como afirmado por LILENBAUM (1996), a
ocorréncia de infeccbes incidentais, causadas por sorovares que nado sao
mantidos nos bovinos, como Australis, Bratislava, Butembo, Castellonis,
Grippotyphosa, Copenhageni, Panama, Pyrogenes, Shermani, Andamana e
Patoc, deve-se ao contdgio indireto, pois animais mantidos a pasto tém acesso
livre a lagoas, banhados e matas ciliares, onde existem animais silvestres e
roedores que podem atuar como portadores e transmitirem estes sorovares para
0s bovinos.

Em bovinos Curraleiros 8,0% das reacfes tiveram como sorovar mais
provavel Grippotyphosa. Em Pantaneiros o indice foi significativamente maior,
com 20% das reactes. No estudo de JULIANO (2006) variedades de Leptospira
spp. para as quais os bovinos sdo hospedeiros incidentais também foram
registradas em niveis importantes em Curraleiros, com 10,85% para
Grippotyphosa e 12,81% para Hebdomadis.

REILLY (1970) atribuiu a espécie Procyon lotor, o guaxinim, o papel de
hospedeiro de manutencdo de Grippotyphosa. O autor também relatou
suscetibilidade moderada de gambas da espécie Didelphis marsupialis a esta
variedade. RAIZMAN et al. (2009) também detectaram o sorovar Gryppotyphosa
(36%), seguido por Autumnalis e Hardjo, como 0s mais importantes em guaxinins.
Para os autores muitas doencas tém sido descritas em procionideos, ressaltando
o papel de espécies dessa familia na transmissdo de doencas para outros
animais. JUNK et al. (2006) citaram as familias Didelphidae e Procyonidae e suas
inUmeras espécies, como componentes da fauna do Pantanal. Segundo
MARINHO-FILHO et al. (2002), tais mamiferos sdo abundantes e também estdo
amplamente distribuidos no Cerrado. Assim, nos biomas de origem de
Pantaneiros e Curraleiros encontram-se espécies como maos-pelada, quatis e
gambas, descritos como hospedeiros de sorovares de Leptospira spp.

Porcos monteiros, forma feral de suinos domésticos presentes no
Pantanal, também apresentaram 5,96% de reacdes positivas para Grippotyphosa

no estudo de FONTANA (2011). Ao avaliar paralelamente bovinos na regiéo, o
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autor detectou prevaléncia de 15,41% para o sorovar, indices comparaveis aos
detectados nos bovinos Pantaneiros do presente trabalho, que provavelmente
comportaram-se como hospedeiros incidentais, sendo infectados por transmissao
indireta.

Em Curraleiros o sorovar Shermani foi responsavel por porcentagem
importante das infeccdes (5,6%). No estudo de OLIVEIRA et al. (2010), em
fémeas bovinas na Bahia, resposta para tal sorovar foi detectada como a segunda
mais frequente. Segundo revisdo desses autores o sorovar foi isolado pela
primeira vez de um roedor (Proechimys semispinosus) no Panama, sendo que no
Brasil h4 relato de isolamento desse sorovar em roedores no Mato Grosso.
MARINHO-FILHO et al. (2002) destacaram que Proechimys spp. sdo abundantes
e estdo largamente presentes no Cerrado. AGUIAR et al. (2006) evidenciou
Shermani como o terceiro mais frequente em bovinos de Rondobnia, precedido
apenas por Hardjo e Wolffi.

O sorovar Pomona respondeu por 4% das infeccbes em Curraleiros e
3% em Pantaneiros. Valores ligeiramente menores foram obtidos por JULIANO
(2006), que detectou 2,5% de reagbes por Pomona em Curraleiros. Resultados
semelhantes foram encontrados por FAVERO et al. (2001), pois ainda que com
outros indices de prevaléncia, os autores determinaram que o sorovar, foi o
terceiro mais frequente apés Hardjo e Wolffi nos estados do Parana e Minas
Gerais. Embora a prevaléncia por Pomona néo tenha sido elevada neste estudo,
tal situacdo deve ser avaliada com critério, visto que nesses casos a frequéncia
de abortos é elevada, podendo chegar a 50%, segundo FIGUEIREDO et al.
(2009).

O veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) compartilha dos mesmos
hébitos bioldgicos dos ruminantes domésticos no Pantanal, competindo pelos
mesmos alimentos e sendo acometido pelas mesmas doencas. Em pesquisas
nessa espécie VIEIRA et al. (2011) e PERES et al. (2011) detectaram o sorovar
Pomona como responsavel pela infec¢do, na maior parte dos animais positivos.
Apesar de ndo ter sido encontrada na literatura consultada nenhum estudo
especifico para leptospirose em animais silvestres no Cerrado MARINHO-FILHO
et al. (2002) ressaltaram que o veado-campeiro, apesar de raro, também esta

amplamente distribuido nesse bioma.
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Ao avaliar o papel do porco monteiro (Sus scrofa domesticus) na
cadeia epidemioldgica da leptospirose no Pantanal, FONTANA (2011) classificou
o sorovar Pomona como segundo em ordem de importancia, apos o
Icterohaemorragiae, 0 mais prevalente. Contudo, por meio de comparacdes
sorolégicas a autora concluiu que a espécie representou baixo risco
epidemiologico para o0s rebanhos bovinos da regido, visto que esses
apresentaram sororreatividade a Hardjo, Tarassovi e Grippotyphosa, variedades
distintas dos porcos ferais. Com excecdo de Tarassovi, 0os achados foram
semelhantes aos encontrados nesse trabalho, visto que Hardjo e Grippotyphosa
configuraram-se como alguns dos mais importantes sorovares em bovinos
Pantaneiros.

Em pesquisa de anticorpos contra Leptospira spp. em animais
silvestres e em estado feral na regido de Nhecolandia, Mato Grosso do Sul,
GIRIO et al. (2004) observaram reacdes para os sorovares Pomona (bufalo e
ovino), Wolffi (boi bagud), Icterohaemorrhagiae (ovino, veado-campeiro e suinos)
e Copenhageni (veado-campeiro e suinos) como mais frequentes. Reacdes para
0s sorovares Pomona e Wolffi foram detectados para os bovinos Pantaneiros do
presente estudo, ao passo que para 0s outros dois ndo foram detectadas
aglutinacdes. Para CASTRO et al. (2008) a transmissdo indireta esta associada
ao contato com o meio ambiente contaminado por leptospiras oriundas de
espécies silvestres ou de outras espécies domeésticas. Cervideos, capivaras e
outras espécies podem atuar como reservatorios de Leptospira spp. para 0s
rebanhos ao encontrar o habitat satisfatorio.

Os bovinos Pantaneiros e Curraleiros apresentaram aglutininas anti-
leptospira para o sorovar Patoc em respectivamente 7% e 3% das amostras
positivas. SILVA et al. (2010) analisaram diversas espécies domésticas e
silvestres por meio da SAM e destacaram a marcante reatividade de gambas
(Didelphis albiventris) ao citado sorovar, presente em 20% das amostras
positivas, seguido por Autumnalis e Icterohaemorrhagiae. Segundo os autores
gambas podem ser importantes reservatérios de Leptospira spp. Nado se pode
descartar a possivel transmissdo do agente entre os gambas e os bovinos
testados nesse trabalho, visto que segundo MARINHO-FILHO et al. (2002) e

JUNK et al. (2006) a espécie esta presente no Cerrado e no Pantanal.
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GIRIO et al. (2004) ressaltaram que embora alguns trabalhos de
pesquisa sobre a leptospirose em animais silvestres tenham sido realizados nas
Américas, no Brasil a enfermidade ainda é pouco estudada nas espécies nativas
da fauna de cada regido, deixando uma possivel lacuna no estudo da cadeia
epidemiolodgica, o que dificulta a elaboragdo de planos estratégicos de controle
dessa doenca em regides com grande densidade de animais, matas e rios. Esta
informacédo reveste-se de maior importancia quando sdo consideradas as
condicBes de manejo a que os bovinos de racas locais sdo submetidos. De forma
geral, adota-se manejo extensivo ou superextensivo, com acesso a areas
alagadicas e contato com inUmeras espécies silvestres presentes nas regiées em
gue séo criados. Para LEVETT (2001) regides com uma rica variedade de fauna,
suportam uma variedade maior de sorogrupos do que uma localidade com poucas
espécies de hospedeiros. A riqueza de fauna € caracteristica marcante dos
biomas que abrigam os bovinos das ragas locais aqui estudados.

No Pantanal os bovinos de racas locais apresentaram maior frequéncia
de aglutininas anti-Lepstospira para sorovares adaptados ao hospedeiro que se
mantém na populacdo por meio do contato direto entre os bovinos Pantaneiros.
Estes animais também se comportaram como hospedeiros incidentais para
sorovares caracteristicos de espécies silvestres, principalmente Grippotyphosa,
Patoc, Autumnalis e Pomona. Analisando trabalhos publicados na fauna silvestre
do Pantanal, verifica-se a possivel participacdo de Procionideos, como o mao-
pelada e de porcos monteiros na cadeia epidemiolégica da infeccéo pelo sorovar
Grippotyphosa. Para Patoc relata-se alta prevaléncia em espécies de gambas do
género Didelphis, bastante difundido em toda regido, ao passo que Pomona
relaciona-se a porcos monteiros, bufalos, veados campeiros e quatis.

Os resultados deste estudo sugerem que apesar dos préprios bovinos
serem 0s principais transmissores de leptospiras, a fauna silvestre também
participa do ciclo da leptospirose nos bovinos Curraleiros no Cerrado. Animais
sororeagentes para Grippotyphosa, Shermani, Patoc, Pomona e Hebdomadis
teriam sua ocorréncia dependente de espécies da fauna local e de contatos
esporadicos dos bovinos com esses reservatorios, e, por isso, foram detectados
com menor frequéncia do que Hardjo e Wolffi. Os estudos de leptospirose aqui

discutidos sdo, em sua maioria, publicados para animais silvestres no Pantanal,
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contudo tais espécies também fazem parte da fauna do Cerrado e, portanto
acredita-se que gambas, maos-pelada, quatis, pequenos roedores e veados
campeiros também estejam envolvidos na epidemiologia da infeccdo neste bioma.
Pesquisas em mamiferos do Cerrado seriam fundamentais na elucidacdo do
impacto destas populacdes na epidemiologia da leptospirose bovina em sistemas
de producdo pecuaria extensiva e superextensiva, caracteristicos de rebanhos

Curraleiros Pé Duro.

5 Conclusoes

A brucelose apresenta baixa frequéncia em bovinos Curraleiros Pé
Duro e esta controlada em bovinos Pantaneiros.

Em rebanhos de bovinos Curraleiros e Pantaneiros a frequéncia de
animais sororeagentes para leptospirose € elevada, indicando ampla
disseminacéao da infeccdo nos Nucleos de criacdo de bovinos de racas localmente
adaptadas. Nas duas racas os sorovares mais prevalentes foram Hardjo e Wolffi
reforcando o papel dos bovinos como fonte de infecgdo no rebanho. A ocorréncia
de positividade para sorovares como Grippotyphosa, Patoc e Pomona em
Pantaneiros e Grippotyphosa, Shermani, Pomona e Hebdomadis em Curraleiros
sugere a participacdo da fauna local na epidemiologia da leptospirose bovina nos
Nucleos de conservacao das racas.

Acesso dos bovinos a éareas alagadicas, ocorréncia de abortos,
vacinacao contra leptospirose e pratica de abate na propriedade constituem risco
para ocorréncia da infeccdo em Curraleiros. Em bovinos Pantaneiros estdo sob

maior risco as fémeas enquadradas na faixa etaria entre 12 e 24 meses.
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CAPITULO 3 - TESTES SOROLOGICOS E REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR) NA IDENTIFICACAO DE INFECCOES POR Brucella spp.
E Leptospira spp. EM BOVINOS DA RACA CURRALEIRO PE DURO

Resumo

Foram empregados métodos sorolégicos e reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para deteccédo de infeccédo por Brucella spp. e Leptospira spp. em bovinos
da raca Curraleiro Pé Duro, para avaliar a concordancia dos resultados de tais
testes. A técnica sorolégica empregada para detec¢do de anticorpos anti-Brucella
abortus foi a soroaglutinacdo com antigeno acidificado tamponado (AAT) e
confirmacédo pelas provas de soroaglutinacédo lenta (SAL) e do 2-mercaptoetanol
(2-ME) e para deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp. foi adotada a
soroaglutinacdo microscopica (SAM). Para a PCR empregou-se o DNA total
extraido do sangue dos bovinos. Na identificacdo da infeccao por Brucella spp. os
testes foram aplicados em amostras de 159 bovinos. Nove amostras foram
positivas a sorologia e destas trés também foram positivas nha PCR. 150 soros
bovinos ndo aglutinaram quando empregado o AAT, em 141 desses bovinos nao
foi detectado DNA da bactéria e em nove a PCR foi positiva. Para Leptospira spp.
as técnicas foram empregadas em espécimes clinicos de 267 animais. Dos 133
bovinos reagentes na SAM, dois também foram positivos na PCR. Em 134
animais nado foram detectados anticorpos anti-Leptospira spp., dentre estes em
133 néo foi detectado DNA do agente no sangue, ao passo que em um a PCR foi
positiva. Conclui-se que a concordancia dos resultados obtidos pela sorologia e
PCR na identificacdo da infeccao por Brucella spp. e Leptospira spp. foi fraca, o
que reforca a ideia de que o diagndéstico € mais confidvel quando se emprega

mais de um método.

Palavras-chave: Brucelose, concordancia, diagnéstico, leptospirose.
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SEROLOGICAL TESTS AND POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) IN THE
IDENTIFICATION OF INFECTIONS BY Brucella spp. E Leptospira spp IN
CATTLE OF CURRALEIRO “PE-DURO” BREED

Abstract

We used serological methods and polymerase chain reaction (PCR) for detecting
infection by Brucella spp. and Leptospira spp. in Curraleiro “pé-duro” cattle, and
for evaluating the concordance of the tests results. We employed buffered
acidified antigen agglutination test (AAT) for the detection of antibodies against
Brucella abortus and the evidence of agglutination test (SAL) and 2-
mercaptoethanol (2-ME) for confirmation ,and the microscopic agglutination test
(SAM) for detection of anti-Leptospira spp.. We used the total DNA extracted from
the blood of the animals for PCR. For detection of infection by Brucella spp. the
tests were applied to samples from 159 animals. Nine samples were positive to
serology and of these three were positive on PCR. Of the total samples, 150
bovine serum did not agglutinate when we used the AAT, from these 141
presented no bacteria’s DNA, and nine had positive results on PCR. For the
detection of Leptospira spp. the techniques were employed in 267 animals, from
these, 133 animals were reagents in SAM and two were positive in PCR. Anti-
Leptospira spp antibodies were not detected in 134 animals, of these, 133 did not
present the DNA of the agent in the blood, whereas one was positive in PCR. We
concluded that the correlation of results obtained by serology and PCR to identify
infection by Brucella spp. and Leptospira spp. was weak, which reinforces the idea

that the diagnosis is more reliable when employing more than one method.

Keywords: Brucellosis, concordance, diagnosis, leptospirosis
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1 Introducéo

A brucelose ainda € um dos principais problemas sanitarios do rebanho
bovino brasileiro. O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose Animal (PNCEBT) foi instituido pelo Ministério da Agricultura
Pecuéria e Desenvolvimento (MAPA) em 2001, a fim de diminuir o impacto
negativo dessas zoonoses na saude humana e animal. Segundo o PNCEBT o
diagnoéstico de rebanho da brucelose bovina deve ser obtido por meio de provas
sorolégicas, empregando-se como teste de triagem o antigeno acidificado
tamponado (AAT), seguido de confirmacédo pela combinacdo das provas de
soroaglutinacao lenta (SAL) e do 2-mercaptoetanol (2-ME) (BRASIL, 2006).

De acordo com citacdes de MEIRELLES-BARTOLI & MATHIAS (2010)
em estudos epidemiolégicos de brucelose em populacdes bovinas o AAT revela
boa sensibilidade, rapidez e simplicidade de execucédo, porém animais vacinados
com amostras B-19 podem apresentar reaclGes falso-positivas. Provas
confirmatdrias de maior especificidade devem ser realizadas para evitar o
sacrificio de animais negativos. O 2-ME caracteriza-se por sua eficacia, contudo
h& possibilidade de resultados falso-negativos e de menor sensibilidade para
animais recém-infectados, além de constituir-se em um teste mais laborioso
(NIELSEN, 2002).

Técnicas baseadas na amplificacdo de acidos nucleicos, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém-se mostrado valiosas para deteccao
de DNA, caracterizando-se em alternativa promissora para o diagnostico de
brucelose. Para MUKHERJEE et al. (2007) PCRs género especificos sao
adequados e de féacil execucdo para diagnostico da brucelose bovina em
amostras de campo. ASAAD & ALQAHTANI (2012) afirmaram que tais métodos
sdo mais adequados para diagndstico clinico de casos agudos da infeccdo, haja
vista que em casos cronicos a carga bacteriana na corrente sanguinea € baixa.

A PCR para pesquisa de Brucella abortus tem sido aplicado a diversos
espécimes clinicos de bovinos, tais como tecidos, leite, sémen e sangue
(BRICKER, 2002). O’ LEARY et al. (2006) testaram diferentes primers para
deteccdo de Brucella spp. em amostras sanguineas de bovinos sororeagentes e
nao detectaram o agente em tais condicdes. MUKHERJEE et al. (2007) também

empregaram esta técnica no mesmo espécime clinico e obtiveram bons
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resultados no diagndéstico de brucelose em animais com diferentes resultados
sorologicos. YU & NIELSEN (2010) citaram que apesar de serem frequentemente
empregadas na PCR, amostras sanguineas possuem substancias inibidoras que
interferem nos resultados do teste e recomendam seu o tratamento a fim de
aumentar a sensibilidade da técnica.

Diversas regides do genoma da bactéria tém sido empregadas em
ensaios de PCR. BAILY et al. (2002) desenvolveram um ensaio para deteccéo de
sequéncia do gene BCSP31 que codifica proteina antigénica de membrana
externa de 31kDa, de fungcdo desconhecida, conservada em todas as espécies do
género Brucella, com excec¢éo de Brucella ovis. BRICKER (2002) afirmou que em
varios estudos o0 ensaio revelou-se robusto, sensivel e especifico. Foram
encontrados resultados falso-positivos apenas para Ochrobactrum anthropi biétipo
D, que consiste em microrganismo geneticamente relacionado a Brucella spp.

A leptospirose € uma zoonose bacteriana causada por espiroquetas do
género Leptospira, com distribuicdo geografica cosmopolita. Ocorre
principalmente em paises de clima tropical e subtropical, devido a maior
sobrevivéncia da bactéria em ambientes Umidos, o que aumenta o risco de
exposicdo e contaminagcdo de animais susceptiveis e seres humanos (OLIVEIRA
et al., 2010).

O diagnostico soroldgico € o método mais amplamente empregado na
deteccao da infeccdo. Todavia € necessario um periodo de oito a dez dias apés o
aparecimento dos sintomas para obtencéo de resposta humoral (MERIEN et al.,
1995), o que retarda a deteccdo de animais reagentes. Dentre o0s testes
disponiveis, a soroaglutinacdo microscépica (SAM) tem como principal vantagem
ser especifica para sorovares ou a0 menos sorogrupos, sem, contudo, distinguir
entre anticorpos vacinais ou oriundos de infeccdo. A sensibilidade e a
especificidade do teste sdo descritas como elevadas e tais caracteristicas
permitiram que o teste fosse considerado como método de referéncia para os
inquéritos soroepidemiologicos. Como desvantagens podem ser citadas a
complexidade do teste e a necessidade de manutencado de leptospiras vivas como
antigenos (LEVETT, 2001; HIGGINS, 2004; ADLER & MOCTEZUMA, 2010).

Técnicas de biologia molecular também vém sendo empregadas na

pesquisa de leptospiras no sémen, urina e outros espécimes clinicos. Para
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MERIEN et al. (1995) a PCR ¢é Uutil para o diagnéstico da enfermidade nos
primeiros dez dias, sobretudo quando a expressdo clinica da doenca pode ser
bastante confusa. Resultados obtidos por BROWN et al. (1995), LEVETT et al.
(2005) e HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al. (2011) apontaram para o valor deste
método na fase aguda da leptospirose, sobretudo quando os anticorpos ainda néo
podem ser detectados. GUMUSSOQY et al. (2009) testaram a PCR em sangue e
urina de bovinos com suspeita de infeccdo por Leptospira spp. e conseguiram
detectar o agente apenas na urina em decorréncia da curta fase de leptospiremia.

LEVETT et al. (2005) e STODDARD et al. (2009) desenvolveram
ensaios de PCR com primers que tiveram como alvo sequencia do gene lipL32
responsavel pela sintese de lipoproteina de importancia antigénica em leptospiras
patogénicas. Segundo os autores estudos com amostras clinicas devem ser
conduzidos a fim de determinar os melhores espécimes coletados em diferentes
momentos do curso da doenca, considerando que varios relatos mostram que a
bactéria estara presente no sangue apenas na primeira semana apos inicio dos
sintomas.

Considerando a rapidez e a facilidade de execucédo da PCR, o objetivo
deste estudo foi detectar a infeccdo por Brucella spp. e Leptospira spp. em
bovinos empregando técnicas soroldgicas e PCR convencional a fim de verificar a

concordancia entre os resultados destes testes.

2 Material e métodos

2.1 Amostras

Foram empregadas amostras oriundas de um banco de espécimes
clinicos de bovinos da raca Curraleiro, colhidas por ocasido de visitas de
pesquisadores a propriedades, em atividades da Rede Pro—Centro Oeste,
relacionadas ao projeto “Caracterizacdo, conservagdo e uso das ragas bovinas

locais brasileiras: Curraleiro e Pantaneiro”.
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Foram utilizadas amostras de bovinos provenientes de onze rebanhos
da raca Curraleiro. Para o diagnostico de brucelose foram testados espécimes
clinicos de 159 animais e para leptospirose, amostras de 267 individuos.

Para a colheita de sangue procedeu-se puncdo da veia jugular,
empregando tubos esterilizados do tipo vaccutainer, com e sem anticoagulante
para obtencdo de sangue ndo coagulado e de soro sanguineo. As amostras foram
remetidas em caixas isotérmicas contendo bolsas de gelo reciclavel e
armazenadas em freezer a -18°C no Laboratorio Multiusuario de Pos-Graduacéao

da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias.

2.2 Técnicas soroldgicas

Para deteccédo de anticorpos anti-Brucella abortus foi realizada a prova
de soroaglutinacdo com antigeno acidificado tamponado (AAT, Instituto de
Tecnologia do Parana - Tecpar, Curitiba, Parand), seguindo a recomendacao do
MAPA (BRASIL, 2006). Esta técnica baseia-se na adigao em placa de 30 L de
antigeno a 30 pL de soro a ser testado, seguida de agitagdo suave durante quatro
minutos. A leitura é feita sob luz indireta e a reacdo positiva baseia-se na
presenca de grumos. Os soros reagentes foram encaminhados ao érgédo oficial,
Laboratério de Andlise e Diagndstico Veterinario (LABVET), para submissao ao
teste confirmatério pela combinacéo das provas de soroaglutinacéo lenta (SAL) e
do 2-mercaptoetanol (2-ME).

Para o diagnostico de leptospirose empregou-se a técnica de
soroaglutinacdo microscopica (SAM). A metodologia e interpretacdo adotadas
foram aquelas descritas no Manual of Standars for Diagnostics Tests and
Vaccines (OIE, 2009). Esta técnica baseia-se na adicdo de soro suspeito do
animal em diluicbes crescentes a culturas de diversas sorovariedades de
Leptospira spp. mantidas em laboratério, cultivadas em meios especiais.
Empregou-se uma colecdo de 19 sorovares de Leptospira spp. que compde a
colecdo de culturas vivas mantidas no Laboratorio de leptospirose da EVZ/UFG,
onde a sorologia foi realizada. Foram testados soros frente aos sorovares

Andamana, Australis, Autumnalis, Bratislava, Butembo, Canicola, Castelonis,
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Copenhageni, Grippothyphosa, Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorraghiae, Patoc,
Pomona, Pyrogenes, Sentot, Shermani, Tarassovi e Wolffi.

Na etapa de triagem os soros que apresentaram 50% ou mais de
leptospiras aglutinadas, considerando os respectivos controles, foram submetidos
a uma segunda prova para titulacdo de anticorpos com os antigenos identificados
como reagentes para determinacdo das amostras positivas e identificacdo do
provavel sorovar infectante, sendo consideradas positivas amostras que

apresentaram anticorpos aglutinantes em uma diluicdo minima de 1:100.

2.3 Extracdo de DNA total

O material escolhido para realizacdo da técnica de PCR foi o sangue.
Adotou-se o protocolo de extracdo de DNA total desenvolvido por ARAUJO et al.
(2009). Para tanto foram utilizados 350 pl de sangue, adicionando-se 500 pl de
SDS (dodecil sulfato de sodio) a 20%, seguido de homogeneizacdo em vortex e
incubagéo a 65 °C por 6 minutos. Posteriormente foram adicionados 400 pl de
cloroférmio seguindo-se agitacao vigorosa em voértex. Acrescentaram-se 300 pl de
solucdo de precipitacdo proteica (acetato de potassio 5M, &cido acético glacial e
agua), procedendo-se nova agitacdo em vortex. As amostras foram centrifugadas
a 10000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi colhido e tratado com 1,0 mL de
etanol absoluto refrigerado e, em seguida, homogeneizado por inversao para que
o material solido fosse precipitado. As amostras foram armazenadas a - 20 °C
durante a noite e em seguida centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e ao pellet formado acrescentou-se 1,0 mL de
etanol 70% refrigerado, logo apos centrifugou-se por 2 minutos a 10000 rpm € o
descartando o sobrenadante. Centrifugou-se novamente por 1 minuto e retirou-se
o residuo de etanol. O pellet foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido
em 100 pl de agua livre de nucleases por meio de homogeneizacdo lenta. As
amostras foram incubadas a 65 °C por 10 minutos para completa solubilizagéo do
sedimento.

Apés extragdo, todas as amostras de DNA foram quantificadas em

espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific®) e submetidas a
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eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com Sybr Safe (Invitrogen® Life

Technologies) para visualizacao.

2.4 Amplificagéo dos genes pela PCR

Para pesquisa de Brucella empregou-se o par de oligonucleotideos
desenhado por BAILY et al. (1992) para amplificacdo de um produto de
aproximadamente 223 pares de bases, que corresponde a uma regido do gene
BCSP31, que se mostrou conservada em todas as espécies de Brucella
examinadas. Empregaram-se os oligonucleotideos B4 (foward): 5 - TGG CTC
GGT TGC CAA TAT CAA - 3 e B5 (reverse): 5'- CGC GCT TGC CTT TCA GGT
CTG- 3.

O par de oligonucleotideos utilizado para deteccédo de Leptospira spp.
foi sintetizado segundo STODDART et al. (2009) para amplificacdo de um produto
de aproximadamente 242 pares de bases, que corresponde a uma regido
conservada do gene lipL32 de leptospiras patogénicas. Os oligonucleotideos
utilizados foram o lipL32-45F (foward): 5’ - AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG - 3,
e o oligonucleotideo lipL32-286R (reverse): 5- GAA CTC CCATTT CAG CGATT
-3.

Para ambos os patdégenos, apds a diluicdo das amostras extraidas
estas foram submetidas a PCR. O mix foi preparado com 12,5 uL de agua
ultrapura (Gibco®, Life Technologies), 2 pL de solucdo tamp&o de PCR 10x (200
mM Tris-Hcl com pH 8.4 e 500 mM KCI) (Invitrogen®, Life Technologies), 0,6 pL de
cloreto de magnésio a 1.5 mM (Invitrogen®, Life Technologies), 1 pL de cada
oligonucleotideos a 0.25pmol (LipL32-45F/LipL32-286R, para Leptospira sp. e
BCPS31F/BCPS31R para Brucella sp.), 0,6 pL de solucéo de dNTPs (Invitrogen®,
Life Technologies) e 0,3 pL de Taq DNA polimerase (Invitrogen®, Life
Technologies).

Do mix preparado, foi aliquotado 18uL para cada microtubo de PCR e
adicionado 2uL do produto da extracdo de DNA a 50ng/uL, ou 1pL do produto de
extracdo a 100ng/pL. O controle positivo utilizado para Leptospira spp foi uma
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cepa da sorovariedade Hardjo bovis. Ja para verificacdo de DNA de Brucella spp,
empregou-se a cepa S2308 de Brucella abortus.

Na reacdo de PCR de leptospirose, para amplificacdo do fragmento de
242 pares de bases pelo oligonucleotideo LipL32 foi utilizado termociclador
(Eppendorf mastercycler gradient®) e a adaptacdo do protocolo de amplificacdo
de STODDART et al. (2009) consistiu em 95 °C por 3 minutos, seguido por 35
ciclos de amplificacdo (95 °C por 1 minuto, 60 °C por 45 segundos e 72 °C por 1
minuto), depois a reacao foi interrompida a 72 °C por 10 minutos e resfriada para
4 °C por tempo indeterminado. As amostras amplificadas foram guardadas em
refrigerador até 0 momento da eletroforese.

A reacdo de PCR para amplificacdo do fragmento de 223 pares de
bases pelo primer BCPS31 foi realizada em termociclador (Eppendorf
mastercycler gradient®) e o protocolo de amplificacédo consistiu em 94 °C por 5
minutos, seguido por 40 ciclos de amplificacdo (94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1
minuto e 72 °C por 45 segundos), depois a reacéo foi interrompida a 72 °C por 10
minutos e resfriada para 4 °C por tempo indeterminado, segundo protocolo
descrito por NAVARRO et al. (2002). As amostras amplificadas foram guardadas
em refrigerador até o momento da eletroforese.

A eletroforese foi realizada ap6s a PCR, utilizando-se gel de agarose
na concentracdo de 0,8% para a visualizacdo do fragmento de 242 pares de
bases amplificado do gene lipL32 de Leptospira spp. e do fragmento de 223 pares
de bases do gene BCPS31 do género Brucella. Utilizou-se como tampao de
corrida o TBE 1X (100mL de Tris-EDTA borato diluido em 900 mL de agua
destilada).

No gel de agarose foram aplicados 10 puL de cada amostra,
previamente homogeneizadas com 2 pL de tampéao de corrida em cada uma. A
voltagem média da eletroforese foi de 90 Volts. O tampado era preparado no
préprio laboratério a partir da mistura de 0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de
xileno cianol, 30% de glicerol e 7 mL de agua destilada.

ApoOs a eletroforese, os géis de agarose foram submersos em solucao
contendo SYBR® Safe (Life Technologies) e TBE (Tris-EDTA borato), na
proporcao de 8 pL do corante para 400 mL de TBE 1X.
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3 Resultados

Das amostras dos 159 bovinos testados para o diagnostico de
brucelose bovina, nove foram positivos na sorologia e destes, trés também
positivos na PCR. Quanto aos 150 bovinos nao reagentes na sorologia, nove

apresentaram PCR positivo (Tabela 1).

TABELA 1 —. Resultados do teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e do
teste do antigeno acidificado tamponado com confirmacdo pela
combinacdo de soroaglutinacdo lenta com 2-mercaptoetanol (AAT +
(SAL+2-ME)) para deteccdo da infeccdo por Brucella spp em
bovinos da raca Curraleiro Pé Duro

AAT + (SAL+2ME)

PCR Brucelose

Negativo Positivo Total
Negativo 141 6 147
Positivo 9 3 12
Total 150 9 159

Para o diagnéstico de leptospirose bovina foram testados 267 animais.
Dentre os 133 reagentes na SAM, 131 foram negativos na PCR e apenas dois
apresentaram-se positivos, ao passo que dentre os 134 animais ndo reagentes,

um revelou-se positivo na PCR (Tabela 2).

TABELA 2 — Resultados do teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e do
teste de soroaglutinacdo microscépica (SAM) para deteccdo da
infeccdo por Leptospira spp em bovinos da raga Curraleiro Pé Duro

. SAM
PCR Leptospirose : —
Negativo Positivo Total
Negativo 133 131 264
Positivo 1 2 3

Total 134 133 267
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4 Discussao

Ao observar os resultados da PCR para Brucella spp. e dos testes
sorologicos nota-se pequena concordancia entre os mesmos. Em apenas 33,3%
(3/9) dos bovinos sororeagentes foram obtidas PCRs positivas. O'LEARY et al.
(2006) nao conseguiram encontrar a Brucella spp. ao utilizarem a técnica
molecular em amostras sanguineas de bovinos positivos na sorologia. Para os
autores PCRs negativas na presenca de resposta sorolégica consistem em fato
plenamente justificavel, pois quando anticorpos ja estdo presentes é provavel que
a Brucella tenha deixado a corrente circulatoria ou esteja em gquantidade muito
pequena para ser detectada. Além disso, quando se emprega sangue como
espécime clinico, a presenca de grandes quantidades de DNA genémico bovino
pode exercer efeito inibitério na prova. No presente estudo, por tratar-se de um
banco de amostras, a fase clinica em que os bovinos se encontravam nao era
conhecida. Postula-se ainda que a possivel presenca de agentes inibidores
também pode ter contribuido para a falha na deteccdo de Brucella spp em
bovinos sororeagentes.

MUKHERJEE et al. (2007) também obtiveram fraca concordancia, a
exemplo da encontrada no presente estudo, entre sorologia pelo ELISA e PCR
convencional com os primers desenvolvidos por BAILY et al. (2002). Os autores
confirmaram a sensibilidade especificidade dos primers em DNA gendmico de
Brucella spp. Contudo, a PCR em sangue de bovinos oriundos de rebanhos
positivos, ndo foi habil em detectar 6,8% (6/87) das amostras de animais positivos
no ELISA. Neste trabalho néo foi possivel obter confirmacédo pela PCR em 66,6%
(6/9) dos individuos positivos na sorologia.

No trabalho de MUKHERJEE et al. (2007) foram detectados 47%
(24/51) de animais soronegativos como positivos na PCR. No presente estudo tal
fato ocorreu em 6% das amostras. E possivel que os bovinos soronegativos
fossem recém-infectados e ainda ndo apresentassem anticorpos ou a PCR seja
falso-positivo em decorréncia de reacdes cruzadas com Ochrobactrum anthropi.
ILHAN et al. (2008) também obtiveram reacdes de PCR positivas em ovelhas

soronegativas. Estes resultados apontam para a importancia de se empregar mais
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de um tipo método de diagndstico para deteccdo de animais positivos para
brucelose, especialmente com fins epidemioldgicos.

Estudos realizados por AL-AJLAN et al. (2011) e ASAAD &
ALQAHTANI (2012) demostraram a eficacia dos primers B4 e B5 na deteccao de
Brucella spp em amostras sanguineas. Contudo a falta de padronizacdo e
uniformidade na PCR estd entre os fatores que podem ter levado a baixa
concordancia entre os resultados dos métodos aqui empregados. Assim sugere-
se gue sejam avaliados o espécime clinico ideal e o método de extracdo em
estudos mais amplos.

Os primers |lipL32 empregados no presente trabalho foram
desenvolvidos e testados por STODDARD et al. (2009) em PCR em tempo real. O
teste foi habil em detectar a bactéria no soro de dois entre trés pacientes fatais
em um surto de leptospirose humana, antes da soroconversdo. Os primers
escolhidos neste estudo mostraram-se sensiveis e altamente especificos,
sobretudo quando testados na fase inicial da infeccao.

GUMUSSOY et al. (2009) empregaram a PCR em amostras de sangue
e urina de bovinos sororeagentes na SAM, confirmando a presenca de Leptospira
spp. em 100% das amostras de urina em nenhuma amostra sanguinea.
STODDARD et al. (2009) também ressaltaram que a urina é o espécime clinico
de eleicdo para pesquisa de Leptospira spp., haja vista que a bactéria permanece
na corrente circulatéria por cerca de uma semana apoés inicio dos sintomas.
Tendo em vista 0 manejo sob o qual os bovinos do presente trabalho eram
mantidos, a colheita de urina tornou-se inviavel e por tal razado buscou-se avaliar o
desempenho da PCR somente no sangue de tais animais.

De maneira semelhante PERES (2010) também nZo obteve bons
resultados ao adotar o diagnéstico molecular de leptospirose em veados
campeiros sororeagentes na SAM. A PCR néo foi capaz de diagnosticar animais
positivos para a leptospirose, atraves do DNA extraido das amostras de sangue
total dos cervideos de vida livre. Sugere-se que o uso do sangue como amostra
clinica possa ter sido um dos possiveis motivos para a nado deteccdo dos
portadores fora do periodo de bacteremia. Sabe-se que as leptospiras possuem

um curto periodo circulacdo no sangue dos ruminantes, por volta de sete a 14
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dias, sendo rapidamente destruidas com a posterior opsonificagdo humoral e
fagocitose celular (FAINE et al., 1999).

Para YU & NIELSEN (2010) a sensibilidade e especificidade dos
ensaios de PCR nédo estdo bem estabelecidas para amostras clinicas. Nos
estudos analisados s&o encontrados resultados divergentes, indicando a
necessidade de pesquisas para validacdo e padronizacdo dos métodos, antes de
emprega-los como teste diagndéstico de rotina para brucelose e leptospirose.

O estagio clinico em que os bovinos encontravam-se no momento da
colheita sanguinea ndo era conhecido. Considerando-se que muitos ja
apresentavam resposta imune é bastante provavel que ja tivessem passado pelas
fases iniciais da infeccdo, momento mais adequado para deteccédo da bactéria no
sangue. Além disso, em decorréncia do manejo extensivo ou superextensivo em
que animais de racas locais sdo mantidos ndo é possivel colher espécimes
clinicos mais apropriados para tais testes. Assim, enquanto n&o forem
padronizados e testados ensaios de PCR em amostras clinicas, estes ndo devem
substituir técnicas sorologicas em estudos epidemioldgicos. Contudo, sugere-se
que o0 emprego conjunto de tais métodos possa aumentar as chances de sucesso

e a confiabilidade do diagnéstico, apds o aprimoramento e a validagdo da PCR.

5 Concluséo

A concordancia dos resultados obtidos pela PCR em amostras
sanguineas e pela sorologia para identificacdo da infeccdo por Brucella spp. e
Leptospira spp. foi fraca, o que reforca da necessidade de validacdo da PCR
tendo em vista que o diagndstico € mais confiavel quando obtido por meio de

varios métodos.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

Ao determinar os aspectos epidemiolégicos da infeccédo por leptospiras
em rebanhos de racgas localmente adaptadas foi detectada frequéncia elevada,
revelando o comportamento enzodtico da leptospirose em bovinos das racas
Curraleiro e Pantaneiro. Os resultados encontrados estdo dentro das expectativas
para as regides em que esses bovinos sdo criados. Porém quando se considera
que entre as estratégias de conservacdo das ragcas esta maior circulagdo de
animais entre os criatorios, essa informacao reveste-se de maior importancia, pois
a disseminacao de doencas da esfera reprodutiva pode exercer efeito indesejavel
nos programas de conservacgao.

Os fatores associados a infeccdo por leptospiras estdo em parte
relacionados ao manejo e em parte sdo intrinsecos aos animais. Acesso a areas
alagadicas, ocorréncia de abortos e pratica de abate na propriedade sao
circunstancias que favorecem a contaminacdo de fontes hidricas e pastagens
pela bactéria, fazendo que o ciclo de infeccdo perpetue, somando-se ainda a
transmisséo pelo contato direto entre bovinos. Nesses casos, sorovares, para 0s
quais o bovino age como hospedeiro de manutencdo, como Hardjo e Wolffi, sdo
os de maior relevancia.

E importante destacar que a transmissdo de doencas entre seres
humanos, animais silvestres e domésticos tem influenciado nos conceitos de
seguranca alimentar, salde publica e conservacao das espécies. A presenca de
animais silvestres, principalmente quando se considera 0 manejo extensivo ou
superextensivo sob o qual os Pantaneiros e Curraleiros séo criados, aparenta ter
papel fundamental na epidemiologia da leptospirose nos biomas Cerrado e
Pantanal. Elevadas frequéncias de anticorpos contra sorovares para 0s quais 0
bovino € hospedeiro incidental e que tem em individuos da fauna local o
hospedeiro de manutencdo, confirmam tal suspeita e revestem-se de grande
importéancia pelo fato de tais sorovares ndao estarem presentes em vacinas
comerciais.

Inimeros estudos epidemiolégicos sobre leptospirose e outras doencas

infecciosas tém sido desenvolvidos com animais silvestres no Pantanal. Ao
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buscar trabalhos especificos para o bioma Cerrado detecta-se grande lacuna,
constituindo tema importante para futuras pesquisas, sobretudo quando é
considerada essa interface entre animais domeésticos, silvestres e homem.

A brucelose apresentou baixa frequéncia em bovinos Curraleiros e
revelou estar controlada em bovinos Pantaneiros. E provavel que tais indices se
devam a medidas como vacinacdo, que consiste em fator crucial pra o controle da
doenca.

O emprego de métodos diagnosticos rapidos, seguros, sensiveis e
especificos, caracteriza-se em objeto constante de pesquisas. A PCR foi descrita
por varios autores na deteccédo de Brucella spp. e Leptospira spp. em inGmeros
espécimes clinicos, inclusive no sangue. Assim avaliou-se a concordancia entre
os resultados deste ensaio e de testes soroldgicos de referéncia, na deteccdo da
infeccdo por Brucella spp. e Leptospira spp. em um banco de amostras de campo.
Tendo em vista as dificuldades para colheita de outros espécimes clinicos nos
animais de racas locais, criados sob regime extensivo ou superextensivo
empregou-se 0 sangue dos bovinos, mesmo sem determinacao da fase clinica da
infeccdo. Os ensaios revelaram resultados discrepantes aos obtidos pela
sorologia, ndo havendo vantagens em se empregar PCR isoladamente em
detrimento de técnicas sorolégicas conceituadas, mas sim, como métodos
complementares.

A criacdo de bovinos de racas locais, como Curraleiro e Pantaneiro,
tem feito parte da estratégia de conservacdo das racas e dos biomas nos quais
esses animais se inserem. O manejo extensivo, com animais se alimentando de
vegetacdo nativa, adaptados as condicbes locais em decorréncia de sua
resisténcia a patdgenos, vem de encontro aos objetivos tracados em acordos
internacionais dos quais o Brasil é signatario. As informacdes geradas nesse
trabalho consistem em parte fundamental de outros estudos em desenvolvimento
gue visam a elaboracdo um plano sanitario adaptado ao bovino Curraleiro e
Pantaneiro, a fim de estabelecer calendario profilatico e estratégias de manejo
que promovam o controle de doencas e otimizem os indices produtivos dos

animais.
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Questionario aplicado por ocasido das visitas a Nucleos de

conservacao de bovinos Curraleiros e Pantaneiros.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS / ESCOLA DE VETERINARIA E ZOOTECNIA
CARACTERIZAGAO DOS SISTEMAS DE PRODUGAO DE BOVINOS DE RAGAS LOCAIS

Data: [/ / Entrevistador:
Municipio: UF:
Propriedade: Proprietario:
Curraleiro:
Fone: D N°quest:
Pantaneiro: D

1. Caracterizagéo do rebanho de raga local

Qtde (cabegas)

Reprodutor

Vaca em lactagéo

Vaca vazia

Fémeas até 1 ano

Fémeas de 1 a 2 anos

Fémeas de 2 a 3 anos

Machos até 1 ano

Machos de 1 a 2 anos

Machos de 2 a 3 anos

Rufido

TOTAL

2. Cria mais de uma raga?

() sim ' ( ) ndo | Qual?

3. Cria outras espécies domésticas na propriedade

() equideos () felinos () ovinos/caprinos
() suinos () caninos ()aves

( )outras:

Ha espécies silvestres em vida livre na propriedade

4,

()ndotem () cervideos () roedores

()gamba (_)mao pelada () jaritataca/cangamba

( )outras:

5. Adquire Curraleiro / Pantaneiro de outra propriedade? | ()sim | ( )ndo
Origem:

Se adquire, faz quarentena antes de introduzir junto ao rebanho? ()sim ( )néo
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6. Vende animais para reproduco | ()sim | ()ndo

7. Aspectos gerais

Qual a finalidade da criagéo de curraleiro ou pantaneiro?

() consumo | () leite | ( ) venda | ( ) came

Se tira leite, qual a producao diéria?

Periodo em meses que as vacas sao ordenhadas (lacta¢ao):

Qual o destino das crias?

() abate () reposicéo ( )venda ( )outros:

Separa as vacas gestantes? Possui bezerreiro?

()sim | () ndo () sim ( ) ndo

Bezerros ingerem colostro? () sim ( )ndo

8. A criacéo de curraleiro / panataneiro é sua principal fonte de renda?

()sim () nédo Esta atividade representa que porcentagem na sua renda mensal?

9. Qual o tipo de alimentagéo dada aos animais?

() pastagem formada () vegetacdo nativa ( )racéo

Tipo:

() outros:

10. Utiliza pastagem em comum com animais de outras | 11. Alugam ou utilizam pasto alugado
propriedades

() sim L ()ndo () sim L ()ndo
12. Faz suplementacao alimentar?

( )sim ( )ndo ( )qual?
Se usa sal mineral, possui cocho? ()sim ( )ndo
13. Os animais dormem em local determinado (curral)?

()sim ( )néo () se ndo, onde dormem?

14. Existem predadores naturais atacando a criagdo?

()sim ( )néo ( )quais?

15. Presenca de mutucas ou outros insetos hemat6fagos?

( )sim | ( )ndo

16. Presenca de areas alagadicas as quais 0s animais tém acesso?

() sim | ()ndo

17. Local de abate de fémeas e machos adultos no fim da fase reprodutiva:

() ndo abate (_) na propria fazenda

() em estabelecimento sem inspeg&o veterinaria | ( ) em estabelecimento com inspegao veterinaria

18. Utiliza controle reprodutivo?

( )sim | ( )ndo

19. Com que freqiéncia renova os reprodutores?

() 6 meses ()1ano () mais de 1ano
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20. Sistema de reprodugao utilizado:

() monta natural a solta (O touro permanentemente com as fémeas)

() monta controlada (As vacas s&o levadas ao touro que fica em piquetes)

Se adota monta natural ou | ( )emprestado () do préprio rebanho
controlada usa touro:

() inseminacdo artificial

21. Quais medidas cirirgicas sao empregadas?

() descorna | ()castracéo { ( )nenhuma | ()outras:

22. Possui assisténcia veterinaria?

( )sim { ()ndo

23. Ocorréncia de aborto nos ultimos 12 meses?

(_)sim { () ndo | () ndo sabe

Destino dado ao material de aborto:

24. Ocorréncia de outros problemas reprodutivos

() sim | ( )ndo | ( ) ndo sabe
25. Qual 0 manejo sanitario utilizado na atividade?

() vacinagdo () vermifugagéo | () descarrapatizagao

() nada () outros:

26. Quais as doencas mais frequentes na criagéo?

27. Ha entrada de pessoas estranhas sem troca de roupas/sapatos?

( )sim i ( )ndo i () ndo sabe

28. Prevencao sanitaria, marcar as que faz:

Enfermidades sim nao

Febre aftosa

Leptospirose

Manqueira

Brucelose

Paratifo

Raiva

Enterotoxemia

Botulismo

Vermifugacédo

Outros:

29. Quais as vantagens da criagdo do gado Curraleiro/Pantaneiro em relagéo as demais ragas?

() rusticidade | () baixo custo | ()aptiddo mista

(_ outros:

30. Quais as desvantagens da criagéo do gado Curraleiro/Pantaneiro em relagéo as demais racas?

) baixa valorizacdo (_ )baixa produtividade

(
() desenvolvimento lento () dificuldade de comercializagéo
( )outros:




ANEXO 2

Variaveis avaliadas para leptospirose em
Curraleiros, considerando as reagfes para pelo menos um sorovar.
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rebanhos de bovinos

Variaveis Descricio Expostos/focos Expostos/ ndo foco
¢ n % n % P
Até 12 meses 47 28,66 117 71,34
Idade Entre 12 e 24 10 33,33 20 66,67
Acima de 24 516 47,51 570 52,49 <0,001
Até 50 animais 57 51,82 53 48,18 0,038
Tamanho do rebanho | ENtre 51 e 100 119 39.14 185 60,86
animails
Mais de 100 animais 397 45,84 469 54,16
Inaresso de animais Compra animais 467 46,70 533 53,30 0,009
9 N&o compra animais 106 37,86 174 62,14
Adota 234 51,66 219 48,34 <0,001
Quarentena N&o adota 233 42.60 314 57,40
N&o se aplica 106 37,86 174 62,14
Sim 415 46,84 471 53,16 0,028
Cria outra raca
Nao 158 40,10 236 59,90
<0,001
i Sim 300 52,82 268 47,18
Acesso a areas
alagadicas <0,001
gadie Nao 273 38,34 439 61,66
Ocorréncia de Sim 242 54,14 205 45,86 <0,001
abortos na
propriedade N&o 322 41,55 453 58,45
Vacina contra Sim 68 85,00 12 15,00 | <0.001
leptospirose N&o 505 42,08 695 57,92
Manejo Sim 117 44,66 145 55,34
superextensivo Nao 456 44,79 562 55,21 1
Fémea 455 45,09 554 54,91 0,67
Sexo
Macho 118 43,54 153 56,46
- 0,132
Pastagem em Sim 57 51,82 53 48,18
comum Nao 516 44,10 654 55,90
Sim 5 27,78 13 72,22
Aluga pasto 0.160
N&o 568 45,01 694 54,99 :
Sim 280 50,63 273 49,37 <0,001
Abate fazenda N0 203 40,30 434 59,70
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Variaveis avaliadas para leptospirose em
Pantaneiros, considerando as reacdes para pelo menos um sorovar.
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rebanhos de bovinos

Pos Neg p
Variaveis Descricao n % n %
Até 12 meses 11 16,92 54 83,08
Idade Entre 12 e 24 23 65,71 12 34,29 <0,001
Acima de 24 93 62,84 55 37,16
Tamanho do rebanho Até 50 animais 31 58,49 22 41,51 0,278
Mais de 100 animais 96 49,23 99 50,77
Inaresso de animais Compra animais 113 48,50 120 51,50
9 N&o compra animais 14 93,33 1 6,67 <0,001
N&o adota 113 48,50 120 51,50
Quarentena
N&ao se aplica 14 93,33 1 6,67 <0,001
| Sim 113 48,50 120 51,50
Monta natura
Nzo 14 93,33 1 6,67 <0,001
Ocorréncia de Sim 96 49,23 99 50,77
abortos na 0278
propriedade N&o 31 58,50 22 41,50 '
N&o possui 14 93,33 1 6,67 <0,001
Touro
Proprio 113 48,50 120 51,50
Manejo Sim 113 48,50 120 51,50
superextensivo Nio 14 93.33 1 6.67 <0,001
Fémea 108 56,84 82 43,16 0,001
Sexo
Macho 19 32,76 39 67,24
Sim 52 53,06 46 46,94 0,697
Aluga pasto
Nao 75 50,00 75 50,00






