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RESUMO

A leptospirose € uma zoonose que assume grande importancia nos rebanhos
bovinos, pois afeta a eficiéncia reprodutiva, causando baixos indices de
produtividade, prejuizos e queda na qualidade de vida dos animais. Desta forma,
surgiu o interesse em realizar um inquérito sorolégico em bovinos de corte da regiéo,
com objetivo de determinar a frequéncia e prevaléncia de rebanhos soropositivos
para Leptospira spp. em propriedades rurais do municipio de Dom Pedrito, Rio
Grande do Sul. A pesquisa foi realizada em sete propriedades rurais, em diferentes
localidades na referida cidade. As amostras foram testadas pelo método de
soroaglutinacdo microscopica (SAM) para deteccdo de anticorpos anti-leptospira
sSpp., empregou-se 0s antigenos vivos: L. bratislava, L. butembo, L. canicola, L.
grippothyphosa, L. copenhageni, L. icterohaemorrhagiae, L. pomona, L.
hardjoprajitno, L. hardjobovis e L. wolffi. A partir do teste soroldgico realizado foram
encontrados 58,44% (45/77) de animais soropositivos e 0s principais sorovares
envolvidos foram: L. hardjoprajitno (68,89%), L. wolffi (62,22%), L. bratislava
(35,56%), L. icterohaemorrhagiae (8,89%) e L. pomona (6,67%). Dentre as
localidades estudadas encontrou-se uma maior frequéncia de Leptospira spp. na
localidade de Campo Seco (10/11), porém esta apresentou uma menor variedade de
sorovares. Também foram comparadas trés propriedades dentro de uma mesma
localidade, na qual uma se destacou por apresentar um nimero menor de animais
soropositivos (18,18%) (2/11), tendo como as principais razdes a utilizacdo da
inseminacao artificial e o teste soroldgico negativo do touro utilizado no repasse no
manejo reprodutivo. Deste modo, o teste sorolégico é muito importante para
identificar os sorovares prevalentes no rebanho, tendo como objetivo identificar a
possivel fonte da infeccao para se buscar uma estratégia de controle e também para
utilizar a vacina correta. Conclui-se que é preciso maiores estudos no municipio,
utilizando uma amostragem com um nuamero maior de animais para determinar com
precisao a prevaléncia da leptospirose na regiéo.

Palavras-Chave: Bovinos de corte. Leptospirose. Soroaglutinacdo microscoépica.



ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonotic disease that is extremely important in cattle herds
because it affects the reproductive efficiency, causing low productivity rates, losses
and lost quality of life of animals. In this way, he became interested in conducting a
serological survey in beef cattle in the region, in order to determine the frequency and
prevalence of seropositive herds to Leptospira spp. farms in the municipality of Dom
Pedrito, Rio Grande do Sul. The survey was conducted in seven farms in different
locations in that city. The samples were tested by the microscopic agglutination test
method (SAM) to detect anti-Leptospira spp. antibodies, he used the living antigens:
L. bratislava, L. butembo, L. canicola, L. grippothyphosa, L. copenhageni, L.
icterohaemorrhagiae, L. pomona, L. hardjoprajitno, hardjobovis L. and L. wolffi. From
the serological testing were found 58.44% (45/77) of seropositive animals and major
serotypes involved were: L. hardjoprajitno (68.89%), L. wolffi (62.22%), L. bratislava
(35.56%), L. icterohaemorrhagiae (8.89%) and L. pomona (6.67%). Among the sites
studied found a higher frequency of Leptospira spp. in the town of Campo Seco
(10/11), but this had a smaller variety of serovars. Also compared three properties
within the same locality, in which one stood out with a smaller number of positive
animals (18.18%) (2/11), and as the main reasons the use of artificial insemination
and the negative serological test bull used in transfer in reproductive management.
Therefore, serologic testing is very important to identify the prevalent serotypes in the
herd, aiming to identify the possible source of infection to seek a control strategy and
to use the correct vaccine. It follows that it is necessary to further study the
municipality, using a sample with a larger number of animals to accurately determine
the prevalence of leptospirosis in the region.

Keywords: Beef cattle. Leptospirosis. Microscopic agglutination test.
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1. INTRODUCAO

Em 2013 o Brasil apresentou um efetivo de, em média, 221 milhées cabecas
de gado e 6,3% deste efetivo é pertencente ao Rio Grande do Sul. A cidade de Dom
Pedrito, neste mesmo periodo, apresentou um numero de, em média, 392 mil
cabecas de gado, totalizando 2,79% a producéo do Rio Grande do Sul (IBGE, 2015).

Existem varios fatores capazes de provocar perdas reprodutivas em bovinos
de corte e de leite, tais como manejo nutricional e reprodutivo inadequado, estresse
térmico, patologias do Utero e ovarios, problemas no periodo pés-parto (MELLO et
al.,, 2014). Entre as doencas infecciosas conhecidas por causarem problemas
reprodutivos estdo descritas na literatura a brucelose, tricomonose,
campilobacteriose, leptospirose, rinotraqueite infecciosa, diarréia viral bovina,
neosporose, entre outras (VALLE et al., 1998; RADOSTITS et al., 2000). No entanto,
também no pdés-parto patdégenos oportunistas invadem o Utero causando infeccdes
uterinas e uma reducdo na eficiéncia reprodutiva, estes agentes podem ser:
Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus, Arcanobacterium pyogenes, Bacterioides
spp. e Fusobacterium necrophorum (RIBEIRO, 2011). Os componentes do manejo
sanitario buscam evitar, eliminar ou reduzir ao maximo a incidéncia de doencas no
rebanho, para que obtenha um maior aproveitamento do material genético e
consequente aumento da producéo e produtividade (VIEIRA e QUADROS, 2010).

As perdas mais significativas que acometem os rebanhos bovinos sé&o
decorrentes das doencas reprodutivas, as quais causam prejuizos econémicos para
o produtor, tais como: altera¢des nos indices reprodutivos manifestados por abortos,
morte embrionéria, repeticdo de cio, natimortos e nascimento de terneiros fracos
(LLANO, 2013).

A leptospirose assume grande importancia nos rebanhos bovinos, pois afeta a
eficiéncia reprodutiva, causando baixos indices de produtividade, prejuizos e queda
na qualidade de vida dos animais (CAVAZINI et al., 2008).

A leptospirose é uma das principais doencgas registrada nas Américas, ficando
atrds apenas da dengue e da influenza (SCHNEIDER et al., 2013). No Brasil, a
leptospirose é uma doenca endémica com alta morbidade, tornando-se epidémica
em periodos chuvosos, nos quais frequentes surtos ocorrem pela falta de
saneamento urbano, em populagbes com estreito contato com ratos infectados
(RATET et al.,, 2014). Em 2013 foram registrados no Brasil 4.140 casos de
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leptospirose e em 2014 este numero passou para 4.489. No Rio Grande do Sul,
em 2014 foram registrados 455 casos. Com isso, além da importancia na saude
animal, a leptospirose também assume um papel importante na saude publica,
pois pode afetar os humanos (BRASIL, 2015).

Devido a importancia desta zoonose que acomete animais de producdo e
resulta em prejuizos econébmicos para o produtor por ser uma doenca reprodutiva,
surgiu o interesse em realizar um inquérito sorolégico em bovinos de corte da regido,
com objetivo de determinar a frequéncia e prevaléncia de rebanhos soropositivos
para Leptospira spp. em propriedades rurais do municipio de Dom Pedrito no Rio

Grande do Sul.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Epidemiologia

O agente etiolégico da leptospirose pertence a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae e género Leptospira (GOMES, 2013). O género Leptospira foi
dividido em duas espécies: L. biflexa e L. interrogans, subdivididas em varias
sorovariedades, na qual a L. biflexa sdo as de vida livre (sapréfitas) e as L.
interrogans sao responsaveis pela infeccdo nos animais domésticos e no homem
(JOHNSON, 1996).

A leptospirose € uma zoonose de ocorréncia mundial, causada por uma
bactéria aerdbia obrigatoria do género Leptospira (MORIKAWA, 2009), no qual
existem, aproximadamente, 250 sorovares patogénicos reconhecidos e que se
reinem em 24 sorogrupos relacionados (FLORENCE et al., 2014). Sao organismos
espiralados, com as extremidades em forma de gancho e fina, com 0,1 ym a 0,2um
de diametro e 6 a 20 um de comprimento, podendo ser visualizados em microscopio
de campo escuro ou contraste (GOMES, 2013).

E uma doenca infectocontagiosa de notificacdo obrigatéria amplamente
disseminada que assume uma grande importancia econdmica e de saude publica,
acometendo roedores, seres humanos, animais silvestres e domeésticos
(MORIKAWA, 2009). Tanto animais domésticos como silvestres podem se tornar
portadores e contribuir para a disseminacdo da Leptospira spp. na natureza. Os
animais sdo hospedeiros primarios, essenciais para a persisténcia dos focos da
infeccdo, e os seres humanos sdo hospedeiros acidentais. Os roedores sdo 0s
principais reservatérios da bactéria, a qual é eliminada através da urina (BADKE,
2001), sendo que estes, como muitos animais silvestres, estdo adaptados as
Leptospira spp. € ndo manifestam sinais clinicos ou lesbes (ACHA e SZYFRES,
2001). Uma excecao sédo os hamsters, os quais também séo roedores, mas podem
ser infectados e desenvolver a doenca, usados principalmente na experimentacéo
animal em trabalhos com leptospirose, em estudos com testes de vacinas
(PEREIRA, 2002).

A doenca pode ser transmitida entre os principais reservatorios, animais,

homem e o ambiente (Figura 1).
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Figura 1 - Epidemiologia da leptospirose em animais e seres humanos

 dmuum Water, s0il

Fonte: Adler e Moctezuma (2010).

A transmisséo da Leptospira spp. também pode ocorrer de forma direta pelo
contato com a urina, sangue, mucosas (digestiva, genital, ocular e respiratéria), pele
escarificada e integra, e tecidos de animais portadores; ou de forma indireta, pela
agua, solo e alimentos contaminados (JULIANO et al., 2000; KIMURA, 2002). Para
Rusbridge et al. (2004) a bactéria também pode ser transmitida via placentaria pés-
aborto e pelo contato sexual (encontrada no sémen). Kiktenko et al. (1976)
verificaram a presenca de Leptospira spp. no sémen de touros, indicando a
possibilidade de transmisséao pela monta natural ou pela inseminacéo artificial.

Palit et al. (1986) ressaltaram que muitos patdgenos presentes no sémen
podem sobreviver aos processos de congelamento, sendo uma fonte de transmissao
de doencas e trazendo sérios riscos aos animais.

De acordo com a Normativa 48/2003, que regulamenta os requisitos

sanitarios minimos de producdo e comercializagdo de sémen bovino no Brasil,
15



descreve que o sémen pode ser comercializado somente quando o resultado para
as doencas de brucelose, tuberculose, campilobacteriose genital bovina e
tricomonose for negativo. Contudo, mesmo a leptospirose também sendo uma
doenca reprodutiva, o teste do sémen para Leptospira spp. destinado a inseminacao
artificial ndo é necessario (BRASIL, 2015). Palit et al. (1986) encontraram 0s
sorovares L. pomona e L. hardjo conservados no sémen de porcos apdés o
congelamento em nitrogénio liquido, destacando a necessidade do teste para esta
doenca reprodutiva.

Nos Estados Unidos existe o Servico de Certificacdo de Sémen (Certified
Semen Services) o qual determina um protocolo com os padrdes minimos para o
monitoramento de salde e doencas dos touros para a comercializacdo de sémen de
qualidade, com o objetivo de proteger a saude dos doadores e das fémeas que
serdo inseminadas. Os animais sdo submetidos a testes soroldgicos,
semestralmente, com sorovares prevalentes no pais (L. pomona, L. hardjo, L.
canicola, L. icterohaemorrhagiae e L. grippotyphosa) (NATIONAL ASSOCIATION OF
ANIMAL BREEDERS, 2014).

Para a eliminacdo da Leptospira spp. no sémen, Miraglia et al. (2003)
testaram a capacidade de alguns antibiéticos, acrescentados ao diluidor de sémen,
e concluiram que a associagcdo entre estreptomicina e penicilina apresentaram 0s
melhores resultados na capacidade de destruir Leptospira, porém houve 2% (7/348)
de cultivos que permaneceram positivos para Leptospira.

A leptospirose € uma doenca que ocorre no mundo inteiro, sendo que
regides de clima tropical e subtropical, com grandes precipitacdes pluviais,
favorecem a sobrevivéncia da bactéria (WHO, 2003). Sua sobrevivéncia é favorecida
pela umidade, temperatura (média de 28°C) e pela agua parada neutra, sendo
sensivel em solos secos ou a temperatura inferior a 10°C ou superior a 34°C
(BOLIN, 2001). Para Trueba et al. (2004) e Jouglard (2005), o pH € um fator muito
importante para a sobrevivéncia da Leptospira, para a qual as condicfes ideais para
o solo gira em torno de 7,2 a 7,4 e agua entre 7 e 8. Sobrevive em solo seco por 2
horas, em solos Uumidos por 5 dias e em solos saturados, neutros levemente
alcalinos por 180 dias (BADKE, 2001).

A Leptospira spp. € bastante sensivel a luz solar direta, aos desinfetantes

comuns e aos anti-sépticos. Alguns sorovares como, por exemplo, a L.
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icterohaemorrhagiae morre em 10 minutos a temperatura de 56°C e em 10
segundos a 1000°C (LANGONI, 1999).

2.2. Patogenicidade
A classificacdo dos sorovares se baseia na expressdo dos epitopos
expostos a superficie de um mosaico de lipopolissacarideos (LPS) de antigenos,
engquanto sua especificidade depende da composicéo e orientacdo do acucar que o
compde (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

Diferentes Leptospira spp. patogénicas podem afetar um grande numero de
espécies animais, que atuam como hospedeiros para manutencdo ou acidental,
dependendo do sorovar considerado (ANDICOBERRY et al., 2001). Qualquer
sorovar de Leptospira spp. pode infectar qualquer espécie animal, mas diferentes
sorovares predominam em certas regides e, com iSso, associam-se com um ou mais
hospedeiros que servem como reservatorios da infeccdo (BOLIN, 2003). Para
Escdcio et al. (2010) os hospedeiros podem ser contaminados pelo contato entre
espécies, pelos sorovares existentes no ambiente, pelas condi¢cdes climaticas e
ambientais e também pelas oportunidades de infec¢Bes diretas ou indiretas.

Estes diferentes sorovares de Leptospira spp. podem, teoricamente, infectar
qualquer espécie animal (Tabela 1), mas na pratica existem sorovares endémicos
em uma determinada regido ou pais, adaptados aos hospedeiros naturais,

favorecendo assim sua preservacdo no meio ambiente (ELLIS, 1984).

Tabela 1 - Relagao entre hospedeiro e sorovares de Leptospira spp.

Hospedeiro Sorovar(es)
Suinos pomona, tarassovi
Bovinos hardjo, pomona, wolffi
Equinos bratislava
Ovinos hardjo
Cachorros canicola
Ratos icterohaemorrhagiae, copenhageni
Camundongos ballum, arborea, bim

Fonte: BHARTI et al. (2003), TONIN et al. (2010).
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O sorovar mais predominante e importante que acomete 0s bovinos € o
hardjo. Existem dois tipos de Leptospira hardjo, que séo distintos geneticamente. A
Leptospira interrogans sorovar hardjo tipo hardjoprajitno e a Leptospira
borgpetersenii sorovar hardjo tipo hardjobovis (RUSBRIDGE et al., 2004). Tonin et
al. (2010) também destacaram a L. wolffi como prevalente entre os rebanhos
bovinos.

Os bovinos podem ser contaminados por outros sorovares incidentais
(Quadro 1), por transmisséo indireta, em contato por meio ambiente contaminado
por roedores ou animais silvestres. Dentre os sorovares incidentais mais frequentes
destacam-se icterohaemorrhagiae, pomona e canicola, podendo causar sintomas
clinicos graves como ictericia, hemorragias e morte (CASTRO et al., 2008). Sereno e
Pellegrin (1992) destacaram o aborto e hemoglobindria como resultados da infec¢éo

causada pela L. pomona, que infecta preferencialmente os suinos.

Quadro 1 — Fontes de infeccdo, hospedeiros susceptiveis e seus respectivos
sorovares da Leptospira spp.

Fonte de infeccéao Sorovar(es) Hospedeiro suscetivel

Bovinos hardjo

pomona
Suinos grippotyphosa Bovinos
Roedores icterohaemorrhagiae
Caninos canicola
Suinos pomona Ovinos
Roedores icterohaemorrhagiae
Caninos canicola Caprinos
Suinos pomona

pomona
Suinos grippotyphosa

bratislava

Caninos canicola Suinos
Roedores icterohaemorrhagiae
Equinos bratislava
Suinos pomona Equinos
Roedores icterohaemorrhagiae

Fonte: Adaptado de GOMES (2013).
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Bovinos e ovinos sdo hospedeiros do mesmo sorovar e, mesmo 0S 0Vinos
sendo considerados menos susceptiveis, principalmente no Rio Grande do Sul a
infeccdo € mais frequente, pois os rebanhos bovinos e ovinos costumam serem
criados no mesmo pasto e, com isso, provavelmente, a bactéria seja estabelecida no
rebanho (HERRMANN et al., 2004).

A infeccéo interfere no desempenho reprodutivo dos animais acometidos,
podendo resultar em natimorto, aborto e queda na producéo de leite (BOLIN, 2003),
sendo que a principal manifestacao clinica ocasionada por essa Leptospira (hardjo)
é o aborto, ocorrendo, geralmente, no terco final da gestacdo. Segundo Adler e
Moctezuma (2010) a doenca também pode ocasionar mumificacéo fetal e quando os
terneiros ndo nascem mortos, podem nascer fracos. A fonte de infeccdo mais
importante deste sorovar para esta espécie € o préprio bovino, ou seja, a
transmisséo ocorre de bovino para bovino (LLANO, 2013).

A infertilidade esta relacionada a infeccdo no trato reprodutivo da vaca
ocasionada pela L. hardjo, resultando no aumento do ndmero de servicos por
concepcao e do intervalo entre partos (BOLIN, 2003).

Em terneiro esta doenca é mais grave, quando afetados de forma
septicémica, sao encontrados mortos ou com profunda depressédo e hipertermia,
morrendo em um periodo de 5-12 horas. Em alguns animais este periodo pode
chegar a 24 horas, sendo observadas anemia, hemolise, hemoglobinuria e ictericia,
0 sangue aparece de coloracdo escura, aguoso, ndo coagula e nao € observada
sedimentacao de eritrocitos (ADORNO, 2006).

Os sorovares patogénicos, depois de penetrar na mucosa ou pele lesionada,
alojam-se nos animais hospedeiros, doentes ou ndo, multiplicam-se no meio viscoso
(como sangue ou linfa), e atingem, especialmente, os tubulos renais e o trato genital,
podendo ocasionar lesbes, particularmente, dos pequenos vasos sanguineos,
levando a isquemia localizada e resultando em necrose tubular renal, leséo hepato-
pulmonar, meningite, miosite e placentite (GOMES, 2013; ROLIM et al.,, 2012).
Segundo Ricardi (2013) os resultados experimentais demonstraram que a
patogénese pode estar relacionada com a capacidade das bactérias em aderir as
proteinas da matriz extracelular, escapar da resposta imune do hospedeiro e

produzir toxinas.

19



2.3. Prevencao e controle

O controle da leptospirose deve iniciar com medidas preventivas, como
investimentos no setor de saneamento basico, com melhoria das condicbes
higiénico-sanitarias da populacdo, educacdo ambiental e no controle de roedores
(MORIKAWA, 2009).

A profilaxia aplicada a bovinos vai depender do sorovar predominante na
propriedade, o qual indicara o fator de transmissdo. Quando a infeccdo é
determinada por sorovares para 0s quais 0s bovinos ndo sao reservatorios, ou seja,
sdo submetidos a uma infecgdo incidental, deve-se observar de que forma o
rebanho foi exposto com reservatorios naturais desta bactéria, como ratos e animais
silvestres. Quando a infeccdo € determinada pelo sorovar para o qual os bovinos
sdo reservatorios, cuja forma de transmissdo é de bovino para bovino, deve-se
investigara introdu¢do de novos animais no rebanho, tratar seletivamente os animais
infectados e vacinar (FAVA et al., 2003). A vacinacéo € realizada a cada seis meses,
em todos os animais do rebanho, com vacina (ANEXO A) que contenha os
sorovares mais prevalentes na regido (ADORNO, 2006). Sugere-se gque em
rebanhos com alta incidéncia a vacinagéo deve iniciar nos bovinos de 4 a 6 meses
de idade, realizando reforco com 3-4 semanas de intervalo da 12 dose e
posteriormente revacinagao anual (VANZIN, 2000). Em contrapartida, Bolin (2001)
sugere que em regibes com baixa incidéncia a vacina seja aplicada anualmente e
em regifes com alta incidéncia a vacinacdo seja realizada semestralmente. Para
Gomes (2013) deve-se limitar o contato direto e indireto entre bovinos e portadores
de infec¢des incidentais, como o controle de vetores. Na aquisicdo de novos animais
na propriedade, o produtor rural deve colocar estes animais em um potreiro
separado dos outros para realizacdo da quarentena, na qual ira prevenir a
introducdo da bactéria na propriedade e, consequentemente, a contaminacdo dos
animais ja existentes (BOLIN, 2001). A vigilancia epidemiolégica dos doadores de
sémen também € muito importante para ndo haver a disseminacdo da doenca nos
rebanhos (BRASIL, 2005).

O controle do principal reservatorio € muito importante para nao ocorrer a
disseminacéo da doenca. Para o controle de roedores, algumas medidas visam a
retirada de certas condi¢des que facilitam a infestacdo, como a deposi¢éo correta do

lixo, modificacdo de vias de acesso naturais eventualmente existentes e a remogao
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de entulhos e materiais que possam estar sendo utilizados como abrigo pelos
roedores. Também podem ser utilizados alguns métodos de captura do animal,
como o uso de armadilhas, controle biolégico (gato) e quimico (raticidas) (FUNASA,
2002).

Os humanos também devem se prevenir contra a leptospirose, principalmente
funcionarios que trabalham em ambiente propicio ao desenvolvimento desta
bactéria, com a utilizacdo de protecdo adequada, como luvas, botas e macactes
(KIMURA, 2002). Os alimentos devem ser armazenados em locais inacessiveis a
roedores e também se deve garantir 4gua potével, fervida, filtrada ou clorada para
consumo humano. O Ministério da Saude (2005) recomenda adi¢cdo de cloro na

agua proveniente de acude, poco ou outra fonte que néo seja clorificada (Tabela 2).

Tabela 2 - Volumes indicados de Hipoclorito de Sodio a 2,5% (adgua sanitaria) para
tratamento de agua com a finalidade de desinfeccéo

Hipoclorito de sddio a 2,5% (ou agua sanitaria)

Volume de agua Dosagem Medida pratica  Tempo de contato
1 mil litros 100 ml 2 copinhos de café

(descartavel)

200 litros 15 ml 1 colher de sopa 30 minutos
20 litros 2 ml 1 colher de cha
1 litro 0,0045 ml 2 gotas

Fonte: BRASIL (2005).

A fervura da 4gua a uma temperatura de 100°C por 15 minutos ndo é um
método de esterilizacdo, porém a maioria dos patdégenos sera morta, tornando a
agua segura para ser bebida. Este processo ocorre pela desnaturacéo das proteinas
das bactérias (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

2.4. Métodos de diagndstico

O diagnostico da doenca é feito através de exames fisicos e epidemioldgicos de
animais suspeitos, e a confirmacdo é feita através de testes, que podem ser
sorolégicos, incluindo Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) que diagnostica pela

reacao de aglutinacdo entre anticorpos presentes no sangue do animal e o antigeno,
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ou ELISA que é utilizado para detectar os anticorpos IgM; molecular, incluindo o
teste de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) que se baseia na deteccdo e
amplificacdo do DNA da Leptospira spp. de diversos fluidos corpéreos ou tecidos; e
bacteriologico, por isolamento do agente (MORIKAWA, 2009).
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3. METODOLOGIA

3.1. Amostragem
O trabalho foi conduzido na cidade de Dom Pedrito (Figura 2), situada em
30°58'58”S, 54°40°22”0 e 96 m de altitude, localizada na regiao da Campanha do
estado do Rio Grande do Sul, com temperatura média anual de 18,5°C e

pluviosidade de 1313 mm.

Figura 2 - Localizagdo da cidade de Dom Pedrito, Rio Grande do Sul
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Uruguai
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Fonte: Imagem adaptada do Google Earth® (2015).

A pesquisa foi realizada em 7 propriedades rurais, sendo 6 pequenas e 1
grande propriedade, criadoras de bovinos de corte, situadas nas localidades de
Campo Seco, Lagoa do Forno, Ponche Verde, Passo do Salso e Upacarai (Figura
3), totalizando uma area de 662 Kmz2. As localidades de Lagoa do Forno e Passo do
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Salso fazem parte do 1° distrito, Ponche Verde e Upacarai pertencem ao 4°
subdistrito e Campo Seco € pertencente ao 2° subdistrito (Figura 4). A localidade de
Ponche Verde incluiu 3 propriedades, enquanto que nas demais foi amostrada

apenas uma propriedade.

Figura 3 - Regifes de Dom Pedrito selecionadas para o estudo
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Fonte: Google Earth Pro® (2015).

Foi realizado o registro das coordenadas com GPS Buster (HBN-4310P)®,
dispondo-se das coordenadas geogréficas relativas ao perimetro da propriedade.
Utilizou-se o programa Google Earth Pro® para aquisicdo das imagens da mesma,
sendo possivel entdo a visualizagéo e identificacdo das distancias entre elas.

No periodo de agosto a novembro de 2014 foram avaliados 10 fémeas (entre
prenhas e vazias) e 1 touro de cada propriedade, totalizando 77 animais, de racas
variadas, predominando animais cruzados.

Todos os animais estudados foram identificados através de brincos contendo o
namero do animal para facilitar sua identificacéo e registro de dados coletados. Os
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animais foram submetidos a avaliacdo clinica geral (frequéncia cardiaca e
respiratéria e temperatura retal), e feita coleta de material para realizacdo de
hemograma e exames sorolégicos para pesquisa de anticorpos contra 0 parasita no
soro sanguineo. Os dados das propriedades e dos animais avaliados foram
coletados a partir da aplicacdo de questionéario, sendo que em 6 propriedades foram
obtidas informacdes sobre a propriedade, dados epidemiol6gicos e dos animais.
Portanto, em uma propriedade rural foi obtido apenas informacdes sobre os animais
avaliados, ou seja, 0s outros questionarios ndao foram respondidos, devido a
indisponibilidade por parte da propriedade.

A monta natural era o0 método reprodutivo utilizado por 5 propriedades rurais,
sendo que o touro permanecia o ano inteiro junto as fémeas. Apenas 1 propriedade
utilizava o método de inseminacao artificial com repasse de touro.

A Unica medida de controle sanitério incluida em todos os rebanhos era a
vacinacao para aftosa, brucelose e vermifugacao.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Pampa com parecer favoravel, protocolo de
registro CEUA/UNIPAMPA 033/2014.

3.2. Soroaglutinagcdo microscopica

Para o diagnostico da infeccdo por Leptospira spp. foi realizada a coleta de
sangue dos animais em volume de 5 ml pela puncdo da veia caudal com agulha
descartavel e tubo com vacuo. Apés a centrifugacdo das amostras, o soro foi entdo
aliquotado em microtubos e armazenado a -20°C até o momento de sua utilizacao.

As amostras foram analisadas no Setor de Leptospirose (Lablepto) da
Universidade Federal de Santa Maria, através da técnica de soroaglutinacéo
microscopica (SAM) descrita por Galton et al. (1965) e Cole et al. (1973).

O soro dos animais foi descongelado e 0,5 uL foi diluido 2 mL de solucdo de
Sorensen, na qual, 0,5 pL desta diluicdo foi colocada na placa de ELISA.
Acrescentaram-se 0s antigenos juntamente com a diluicdo e, apos, a placa foi para
estufa com temperatura de 30°C. ApdOs 1 hora, retirou-se a placa da estufa e as
amostras foram colocadas em uma lamina para leitura no microscopio. Os titulos a

partir de 1/100 foram considerados positivos para Leptospira spp.

25



Empregou-se um total de 10 antigenos vivos, representados por L. bratislava,
L. butembo, L. canicola, L. grippothyphosa, L. copenhageni, L. icterohaemorrhagiae,
L. pomona, L. hardjoprajitno, L. hardjobovis e L. wolffi.

Os resultados dos exames sorologicos foram notificados ao veterinario da
Secretaria de Agricultura do municipio para que fossem repassados aos

proprietarios dos animais e para serem tomadas providencias cabiveis.

3.3. Anélise estatistica
Os resultados foram confrontados fazendo comparacgdes entre todas variaveis
(questionéario epidemioldgico, dados dos animais e informacGes da propriedade),
aplicando-se o teste de Fisher e de Mantel-Haenszel por meio do programa Epilnfo

verséo 6.04, descrito por Deam et al. (1994).
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4. ANALISE DOS RESULTADOS

A partir do teste soroldgico realizado, foram encontrados 58,44% de animais
soropositivos (45/77), frequéncia esta superior a encontrada por Weschenfelder et al.
(2005), que observaram 35,8% positivos para leptospirose dos animais coletados no
periodo de 1999 a 2001 (Rio Grande do Sul. Em relacdo a pesquisa efetuada por
Herrmann et al. (2012), 83,10% dos animais apresentaram soropositividade para
alguma variedade de Leptospira spp., sendo de frequéncia superior aos resultados
obtidos neste trabalho.

A localidade com a maior frequéncia de Leptospira spp. foi a do Campo Seco
(Figura 4).

Figura 4 - Frequéncia de soropositivos para leptospirose de acordo com as
localidades estudadas no municipio de Dom Pedrito/RS

[ | Campo Seco - 90,91% Lagoa do Fomao - 45,45% Passo do Salso - 54,55% |:| Ponche Verde - 81,82%
[ Ponche Verde - 81.82% | Ponche Verde18,18% ¥ Upacarai - 36,36%
Fonte: A autora (2015).
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A maior frequéncia de soropositivos na regido do Campo Seco pode ter se
devido a uma maior contaminacdo do ambiente (fonte de agua para os animais),
pode ter ocorrido pela maior presenca de animais silvestres ou pela aquisicdo de
animais contaminados, sendo fonte de infec¢cdo para o rebanho e ambiente. Ja que
as caracteristicas fisicas desta localidade sdo de clima seco, grande expansédo de
terreno argiloso, apresentando constantes estiagens (FABRICIO, 2011), que nao
favorecem a manutencéao da bactéria.

No municipio de Dom Pedrito, a localidade em que foi encontrado o maior
namero de animais soropositivos foi o Ponche Verde (Figura 5), porém, o niumero de
amostras avaliadas nesta regido foi maior, pois incluiu 3 propriedades, enquanto que

nos demais foi amostrada apenas uma propriedade.

Figura 5 - Frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em bovinos por regido do
municipio de Dom Pedrito

Ponche Verde 20 13
Campo Seco 10 1
Passo do Salso 6 5 Positivo
. Negativo
Upacarai 4 7
Lagoa do Forno 5 6
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fonte: A autora (2015).

N&o houve um acompanhamento periédico sorolégico do rebanho, com isso,
pode ocorrer alteracbes na porcentagem de animais soropositivos e soronegativos
em futuros testes, pois 0s animais poderiam estar no inicio da infecgdo e os niveis
de anticorpos nédo serem detectados no teste SAM, que neste caso, utilizou-se titulo
de 1/100. O mesmo serve para a variedade de sorovares presentes nos bovinos

avaliados por regido, podendo também sofrer alteracdes.
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Conforme o teste SAM, os bovinos apresentaram sorologia positiva para um
ou mais sorovares (Tabela 3). A L. hardjoprajitno foi detectada em 68,89% das
amostras (31/45), na qual o bovino é o principal disseminador da bactéria para sua
espécie. Similar ao estudo feito por Dias et al. (2007), o sorovar patogénico mais
prevalente encontrado nos bovinos foi L. hardjoprajitno, na qual esteve presente em
31,97% das amostras com titulos de 100 a 800.

Tabela 3 - Frequéncia de soropositividade a 10 sorovares de Leptospira spp. de
bovinos de corte criados em propriedades rurais do municipio de Dom Pedrito/RS

Sorovar N %
L. butembo 0 0
L. canicola 0 0
L. copenhageni 0 0
L. grippotyphosa 0 0
L. hardjobovis 0 0
L. pomona 3 6,67
L. icterohaemorrhagiae 4 8,89
L. bratislava 16 35,56
L. wolffi 28 62,22
L. hardjoprajitno 31 68,89

n=numero de amostras positivas
%=percentual de amostras positivas
Fonte: A autora (2015).

No trabalho realizado por Herrmann et al. (2012), o sorovar predominante
também foi hardjoprajitno (29,12%), seguidas pelos sorovares hebdomadis (2,21%)
e wolffi (1,54%). Os resultados observados neste trabalho foram semelhantes aos
descritos por Weschenfelder et al. (2005), Herrmann et al. (2012) e Tonin et al.
(2010), no entanto diferentes aqueles verificados por Marques et al. (2010).

O estudo realizado por esses autores encontrou a L. wolffi como sorovar mais
prevalente (14,53%) no estado de Goias, seguida pelos sorovares L. hardjo
(12,70%), L. grippotyphosa (10,55%) e L. shermani (6,55%). A diferenca entre os
resultados deste e do presente trabalho (Tabela 4) pode ter sido causada pelo tipo
de manejo utilizado, as condi¢bes climaticas e ambientais da regido e os antigenos

utilizados nos testes sorolégicos.
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A partir dos resultados acima e dos trabalhos citados, verificou-se que a L.

hardjoprajitno € o sorovar mais prevalente no sul do Brasil, pois ndo foi encontrado

um trabalho que relatasse maior prevaléncia de outro sorovar em bovinos. Em

contraposi¢cdo, ndo houve um grande numero de animais infectados por L.

icterohaemorrhagiae (4/45), indicando ndo haver exposicédo dos animais susceptiveis

ao principal reservatério deste sorovar, os roedores. Nao houve correlacdo

significativa (P>0,05) entre a presenca de roedores e animais positivos, porém,

deve-se ter controle destes roedores para manter a sanidade do rebanho.

Observou-se predominancia de diferentes sorovares anti-Leptospira spp. em

bovinos de diferentes localidades do municipio de Dom Pedrito (Quadro 2).

Quadro 2 — Prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em bovinos por regiao do

municipio de Dom Pedrito

NO
Localidade | Propriedade Categoria positivos

Sorovares

2 F 2 bratislava, hardjoprajitno e wolffi
M 0 -
onchevece | g TP e e
M 1 hardjoprajitno
7 F 8 bratislava, pomona,
hardjoprajitno e wolffi
M 1 hardjoprajitno
Campo Seco 5 F 9 bratislava, hardjoprajitno e wolffi
M 1 hardjoprajitno
Passo do 4 F 5 bratislava, icterohaemorrhagiae,
Salso hardjoprajitno e wolffi
M 1 hardjoprajitno e wolffi
Upacarai 3 F 3 bratislava, icterohaemorrhagiae,
hardjoprajitno e wolffi
M 1 hardjoprajitno e wolffi
Lagoa do 1 F 5 bratislava, icterohaemorrhagiae,
Forno pomona, hardjoprajitno e wolffi
M 0 -

Fonte: A autora (2015).

Alguns animais apresentaram sorologia positiva para mais de um sorovar,

indicando que estes animais infectados foram expostos a bactéria através do contato

com animais contaminados, existentes ou introduzidos na propriedade, os quais
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podem ter servido como fonte contaminante do ambiente (solo e agua). Outra
possibilidade é a transmisséo através de animais silvestres e outros tipos de animais
domésticos, como suinos.

Dentre as localidades estudadas, a propriedade de Campo Seco apresentou
um maior numero de animais soropositivos (10/11), porém uma menor variedade de
sorovares (L. bratislava, L. hardjoprajitno e L. wolffi), indicando que, provavelmente,
estes animais ndo tiveram contato direto com roedores e suinos, transmissores da L.
icterohaemorrhagiae e L. pomona, respectivamente, e também estes sorovares ndo
estavam no ambiente.

Outra localidade que ocorreu o0 mesmo fato foi em uma das propriedades
localizada no Ponche Verde, porém, apresentou um numero menor de animais
infectados (2/11), como as principais razdes a utilizacdo da inseminacéo artificial e o
teste soroldgico negativo do touro utilizado no repasse no manejo reprodutivo.

As outras duas propriedades do Ponche Verde apresentaram a mesma
frequéncia de leptospirose e também a mesma variedade de sorovares (25% L.
bratislava, 33% L. pomona, 22,58% L. hardjoprajitno e 21,43% L. wolffi), indicando
que estes animais tiveram contato com a bactéria através do ambiente contaminado,
animais silvestres ou através de seus hospedeiros como equinos, ovinos e bovinos
presentes nas propriedades. Provavelmente os animais reagentes a L. pomona
tenham sido contaminados através do ambiente ou por animais com a presenca
deste sorovar, pois nestas propriedades ndo tinham a presenca de seu principal
transmissor, o0 suino.

A propriedade situada na localidade de Lagoa do Forno foi a que apresentou
uma maior variedade de sorovares. Esta também apresentou animais soropositivos
para L. pomona, porém esta propriedade tinha a presenca de suinos. Esta
localidade, juntamente com as localizadas Upacarai e Passo do Salso apresentaram
L. icterohaemorrhagiae, indicando haver o contato com a urina de roedores ou de
outros mamiferos infectados que também estejam eliminando esta cepa.

Em todas as propriedades os animais eram mantidos em campo nativo com
livre acesso a acudes e matas, onde existem animais silvestres e roedores que

podem atuar como portadores e transmitir esses sorovares para 0s bovinos.
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Foram comparadas 3 propriedades de uma mesma localidade (Tabela 4), na
qual a propriedade 2 apresentou um menor nimero de animais reagentes ao teste
sorologico (18,18%).

Tabela 4 - Frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. nas propriedades situadas
na localidade de Ponche Verde, Dom Pedrito/RS

Regido Leptospira spp. (n) Frequéncia
Pos Neg (%)
Propriedade 2 2 9 18,18
Propriedade 6 9 2 81,82
Propriedade 7 9 2 81,82
Total 20 13

Fonte: A autora (2015).

As provaveis razdes para que uma propriedade, dentro da mesma regido,
tenha apresentado uma baixa frequéncia de animais positivos € o método
reprodutivo utilizado e o resultado sorolégico do touro. Utilizou-se a inseminacao
artificial como método reprodutivo, diminuindo o risco de infec¢do, pois,
possivelmente, utilizou-se sémen de boa qualidade, sem a presenca da bactéria,
indicando que o touro era provavelmente soronegativo para leptospirose. E outra
razao € o resultado soroldgico negativo do touro utilizado no repasse, pois este é um
importante veiculo de transmissado da bactéria, ja que esta pode ser transmitida pelo
sémen. No trabalho descrito por Heinemann et al. (1999), 80% das amostras de

sémen foram soropositivas para leptospirose (16/20).

4.1. Resultados significativos
Os dados climaticos da regido, como temperatura, umidade e pluviosidade se
mostram favoraveis a manutencdo de focos de Leptospira spp. Os resultados
(Quadro 3) mostraram que existe uma associacdo entre o numero de casos de
leptospirose e as mudancas climaticas.
Nos meses que apresentaram maior incidéncia de chuvas, houve uma chance
de 6,57 (p<0,05) vezes maior de diagnéstico de animais soropositivos do que em

periodos com baixa pluviosidade, indicando haver associagdo significativa entre o
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namero de animais soropositivos e os indices pluviométricos da regido de Dom
Pedrito.

Quadro 3 - Associacao entre os dados climéaticos e a soropositividade de bovinos de
corte do municipio de Dom Pedrito/RS, no ano de 2014

Leptospira spp.
Fatores de risco (n) Freq. | OR P IC
Pos Neg (%)
Pluviosidade (mm)
Alta 19 3 86,36 | 6,57 | 0,005 | 1,55<0R<32,07
Baixa 27 28 49,09
Umidade (%)
Acima de 80% 10 1 90,90 | 8,33 | 0,02 | 0,97<OR<187,06
Abaixo de 80% 36 30 54,54
Temperatura (°C)
T. Média (16.2) 10 1 90,90 | 8,33 | 0,02 | 0,97<OR<187,06
T. baixa e alta 36 30 54,54

Pos — Positivo; Neg — Negativo; Freq — Frequéncia; OR — Razdo de Chances; p — Valor de p; IC -
intervalo de confiancga.
Fonte: A autora (2015).

Um estudo realizado em suinos, por Boqvist et al. (2012), demonstraram que
com o0 aumento da precipitacdo ocorre um aumento de animais Soropositivos.
Concordando com este estudo, onde um dos fatores associados a precipitacao é a
umidade relativa do ar, também apresentou importancia para a presenca de animais
soropositivos, sendo essencial para o crescimento e manutencdo da bactéria no
ambiente. Mineiro et al. (2007) demonstraram haver correlagdo positiva entre a
proporcao de amimais sororreagentes para leptospirose e pluviometria.

A razdo de chances da presenca da leptospirose em temperatura média de
16°C foi de 8,33 (p<0,05) do que em temperaturas altas ou baixas, concordando
com o Bolin (2001) que demonstrou que a bactéria € sensivel a temperaturas muito
baixas ou muito altas. Discordando ao estudo feito por Mineiro et al. (2007) onde néo

teve relagao entre soropositividade e temperatura.

4.2. Resultados néo significativos
Analisando-se 0 sexo como um possivel fator associado a soropositividade
para Leptospira spp., ndo foi observada significancia estatistica, mesmo neste
trabalho a maioria sendo fémeas, ndo houve predisposicdo de sexo, estando o0s
machos e as fémeas igualmente expostos ao risco da infec¢cdo. Concordando com
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Corréa e Corréa (1992) relataram os machos e as fémeas como igualmente
susceptiveis. Contudo, no trabalho realizado por Langoni et al. (2000), verificou-se
gue as fémeas foram mais reagentes, porém deve-se ponderar que houve um maior
namero de fémeas avaliadas.

Conforme registrado por Lilenbaum (1995; 1996) e Gomes (2008), o sorovar
L. hardjo é considerado o mais difundido mundialmente e causador de grande
impacto econébmico na atividade pecuéria, como consequéncia do aborto. Portanto
neste trabalho ndo demonstrou importancia estatistica significativa para os aspectos
reprodutivos dos animais (p>0.05), ou seja, nédo apresentaram diferenca na
frequéncia entre vacas prenhas ou vazias soropositivas, além do que, também foi
observado que mesmo estando soropositivas, a maioria das vacas pariram.
Conforme Vasconcellos et al. (1997) demonstraram que as reac¢des cruzadas,
devido a presenca de sorovares saproéfitas comuns no ambiente rural, podem induzir
a erros em estudos de prevaléncia com apenas uma tomada de amostras.
Demonstrando assim, que a sorologia € um método que pode apresentar muitos
animais falso-positivos, em contrapartida, os animais estudados podem nao ter
abortado neste ano, mas ao analisar o historico, feita com a aplicacdo do
questionario ao produtor, algumas fémeas tinham mais de 7 anos, e apenas 2-3
gestacdes, demonstrando aumento no intervalo entre partos e afetando a
reproducao.

Os aspectos clinicos e analises hematologicas foram avaliadas em todos o0s
animais, mas nao apresentaram alteracbes de relevancia estatistica quando
relacionadas a soropositividade dos bovinos para leptospirose (p>0.05). Portanto, a
leptospirose bovina geralmente leva a quadros subclinicos causando, entretanto,
abortos (SULLIVAN, 1974). A sua disseminacdo na criacdo € caracterizada
principalmente pela existéncia de animais portadores assintométicos que eliminam o
microrganismo por periodos variaveis pela urina, mantendo a doenga endémica na
propriedade (ELLIS, 1984).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A leptospirose € uma importante zoonose que ainda se encontra difundida na
regido sul do Brasil. Neste trabalho foi possivel perceber que os rebanhos presentes
na cidade de Dom Pedrito estdo expostos a uma variedade de sorovares, pois as
localidades estudadas apresentaram uma elevada prevaléncia de anticorpos anti-
Leptospira spp.. O sorovar mais prevalente encontrado na regido foi L.
hardjoprajitno.

Houve uma variacdo na frequéncia de apresentacdo dos sorovares de
Leptospira spp. por localidade e até mesmo dentro de uma mesma localidade, na
qual indicou que a utilizagdo da inseminacgéo artificial com sémen de procedéncia
segura, ou seja, sem a presenca da bactéria e o teste soroldgico negativo do touro
utilizado no repasse no manejo reprodutivo sdo importantes para ndo haver a
disseminacgéo da Leptospira spp. para o rebanho.

E muito importante fazer o teste soroldgico para identificar os sorovares
prevalentes no rebanho para utilizar a vacina correta e também para saber qual a
possivel fonte da infec¢édo, buscando uma estratégia de controle.

Conclui-se que é preciso maiores estudos no municipio de Dom Pedrito/RS
sobre a frequéncia de leptospirose bovina, utilizando uma amostragem com um
ndmero maior de animais para realmente possa determinar uma alta ou baixa

prevaléncia na regiéo.
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ANEXO

A — Vacinas comerciais disponiveis no mercado e registradas no Ministério
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento até o periodo de fevereiro/2015

Vacina

Fabricante

Sorovares

Bioleptogen

Bovisan 7

Bovisan Total SE*

Bovisan L7 Adjuvac

Bovigen Lepto 8

Bovigen Repro Total SE*

Cattle Master Gold?

Fertivac (Bovisan Total
SE)3

Fertiguard Selenium Max®

Hiprabovis Lepto

Lepto-Bac 6

Lepto-Bov-6

Leptoferm

Biogenesis

Ceva

Ceva

Lab. Santa Elena

Virbac

Virbac

Zoetis

Ceva

Vallée

Hipra saude
animal

Zoetis

Vallée

Zoetis

bratislava, canicola, grippotyphosa,
icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno,

tarassovi

canicola, grippotyphosa,
icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno, wolffi, tarassovi

canicola, grippotyphosa,

icterohaemorrhagiae,

tarassovi

canicola, grippotyphosa,

icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno, wolffi, tarassovi

bratislava, canicola, copenhageni,

icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno, hardjobovis, wolffi

bratislava, canicola, copenhageni,

icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno, hardjobovis, wolffi

canicola, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno

tarassovi

pomona, hardjoprajitno, wolffi
bratislava, icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno, wolffi
canicola, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae,
pomona, hardjoprajitno, wolffi
canicola, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae,
pomona, hardjoprajitno, wolffi

canicola, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno,

pomona, hardjoprajitno, hardjobovis, wolffi,

canicola, copenhageni, icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno, hardjobovis, wolffi,

canicola, copenhageni, icterohaemorrhagiae,
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canicola, grippotyphosa, copenhageni,
Leptoven 10*

Vencofarma icterohaemorrhagiae, pomona, hardjoprajitno,

wolffi, tarassovi, pyrogenes

Leptovac 6 Hertape Calier canicola, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae,
pomona, hardjoprajitno, wolffi
bratislava, canicola, grippotyphosa,
Lepto Vacin Biovet copenhageni, icterohaemorrhagiae,
pomona, hardjoprajitno
Poliguar 4t Vallée canicola, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae,
pomona, hardjoprajitno, wolffi
Respishield L52 Merial canicola, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae,

pomona, hardjoprajitno

“Incluindo vacina para Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e Diarreia Viral Bovina (BVD)
“Incluindo  vacina para Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), Diarreia Viral Bovina (BVD),
Parainfluenza tipo 3 (PI3) e Virus Respiratério Sincicial Bovino

®Incluindo vacina para com Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), Diarreia Viral Bovina (BVD) e
Campilobacteriose

“Clostridium tetani

Fonte: A autora (2015).
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