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RESUMO

ALCINDO, JEFFERSON FILGUEIRA. Caracterizacio da leptospirose em ovinos
deslanados do semi-arido da Paraiba. UFCG. 2010. 35p. (Trabalho de Conclusio de
Curso em Medicina Veterinaria, Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal).

A leptospirose é uma enfermidade amplamente difundida no Brasil que acarreta elevados
prejuizos econdmicos para a pecudria nacional. O seu principal impacto é o
comprometimento do desempenho reprodutivo dos rebanhos acometidos. O presente
trabalho teve como objetivos determinar a prevaléncia de propriedades positivas (focos)
para a leptospirose ovina no semi-drido da Paraiba, além de determinar a prevaléncia de
ovinos deslanados soropositivos. Foram pesquisadas aglutininas anti-Leptospira em
ovinos da mesorregidao do sertdo paraibano do estado da Paraiba, Brasil. De julho de 2009
a julho de 2010, foram examinados 1275 soros de ovinos provenientes de 117 rebanhos
situados em 19 municipios, pela prova de soroaglutinacdo microscopica, utilizando-se 24
sorovares de Leptospira spp. como antigenos. Das 1275 amostras testadas, 69 (5,41%)
animais foram reagentes com titulos variando de 100 a 3200, e das 117 propriedades, 33
(28,20%) tiveram animais reagentes. A caracterizacao dos sorovares mais provaveis levou
em conta a titulacdo e a freqiiéncia. A distribuicdo dos sorovares mais provaveis foi:
autumnalis (49,30%), andamana (27,53%), sentot (17,39%), australis (1,44%) e
whitcombi (4,34%).

Palavras—chave: prevaléncia, Leptospira, sorologia, ovinos



ABSTRACT

ALCINDO, JEFFERSON FILGUEIRA. Epidemiological characterization of
leptospirosis in sheep of the semi-arid of Paraiba. UFCG. 2010. 35p. (Monograph-
Veterinary Medicine, Preventive Veterinary Medicine and Animal Health).

Leptospirosis is a highly prevalent disease in Brazil leading to high economic losses
for domestic livestock. Its main impact is the impairment of reproductive performance
of herds affected. This work had as objective to determine the prevalence of positive
properties (foci) to ovine leptospirosis in semiarid of Paraiba, beyond determine the
prevalence of seropositive sheep. Were researched anti-Leptospira agglutinins in sheep
from the mesoregion of semiarid of Paraiba State, Brazil. From July 2009 to July 2010
were examined 1275 sera of sheep from 117 flocks located in 19 cities by the
microscopic agglutination test, using 24 Leptospira spp. serovars as antigens. From
1275 samples tested, 69 (5.41%) were positive with titers ranging from 100 to 3200
and 117 properties, 33 (28.20%) had reactive animals. The characterization of serovars
most likely took into consideration the titration and frequency. The most likely
distribution of serovars was: autumnalis (49.27%), andamas (27.53%), sentot
(17.39%), australis (1.44%) and whitcomb (4.34%).

Keywords: ovine leptospirosis, Leptospira, serology, ovine



1. INTRODUCAO

O Brasil possui grande extensao territorial, oferece 6timas condicdes para a criagdo
de caprinos e ovinos e estd colocado entre os dez paises possuidores dos maiores rebanhos
no mundo. Conta com os rebanhos ovino e caprino que somados representam 25 milhdes
de cabecas, equivalente a 2,8 % do efetivo mundial, que ¢ de aproximadamente 900
milhdes de animais. O rebanho ovino brasileiro é de 16,2 milhdes de cabegas, das quais
7,7 milhdes estdo na regido Nordeste, e destes 4% se concentram na Paraiba.

Evoluindo de cria¢des voltadas para a subsisténcia, nos ultimos dez anos ocorreram
mudancas significativas para a consolidacido da cadeia produtiva da ovinocaprinocultura
no Brasil.

Entretanto, apesar do impulso mercadolégico, a produtividade da
ovinocaprinocultura de corte no Brasil ainda € baixa. A mortalidade perinatal de cordeiros
¢ um dos fatores que limitam a efici€ncia bioldgica e econdmica dos sistemas de produgdo
ovina em todo o mundo, sendo suas causas inimeras e varidveis de rebanho para rebanho.

Desta forma, este mercado vem exigindo maior preocupacdo sanitdria através de
medidas de biosseguranca com exames diagndsticos rapidos e confidveis. Neste contexto,
o estudo da leptospirose entre estes animais € relevante, devido a ocorréncia de problemas
da esfera reprodutiva, diminui¢do da produc¢do de leite e a possibilidade de disseminacio
entre o rebanho e o risco de transmissao para os seres humanos.

O referido trabalho teve como objetivos determinar a prevaléncia de propriedades
positivas (focos) e de ovinos sororeativos no semi-arido da Paraiba.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Conceito

A leptospirose pode ser tida como uma doenca infecto-contagiosa, de curso agudo
ou cronico, que acomete o homem, animais domésticos e silvestres, assumindo
considerdvel importancia econdmica e de saide publica (FAINE et al ., 1999).

E uma antropozoonoze causada por bactérias patogénicas do género Leptospira
spp. que apresenta ampla distribuicdo geografica e de ocorréncia em dreas urbanas e rurais
(BRASIL, 1995) .Barthi et al (2003) ainda define a leptospirose como uma doenca de

carater epidémico em determinadas regides, com maior ocorréncia em paises tropicais e

em desenvolvimento, acarretando com isso sérios problemas econdmicos.

2.2 Agente Etioldgico

O agente etiologico da leptospirose pertence a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae e género Leptospira. Segundo a classificacdo taxondmica cldssica, com
base em sorogrupos e sorovares € na patogenicidade, as leptospiras podem ser divididas
em dois grandes grupos: patogénicas e saprofitas. As patogénicas que infectam os
humanos sdo: Leptospira interrogans sensu stricto, L. borgpetersenii, L inadai, L.
kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L. fainii e L. weilii ; possuem cerca de 200
sorovares agrupados em 23 sorogrupos. As espécies saprofitas de vida livre sdo: L.
biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, Turneria parva, Leptonema illini; possuem 38 sorovares
agrupados em seis sorogrupos, sendo encontradas principalmente em 4gua doce, e
existindo raros registros de infec¢do nos seres humanos e nos animais (QUINN et al.,
1994; FAINE et al., 1999; ACHA; SZYFRES, 2003).

As leptospiras sdo bactérias espiraladas, muito finas, apresentando 0,1 um
(micromeros) de didmetro e comprimento variando de 6 a 20 um, tendo uma ou as duas
extremidades em forma de gancho. Sao aerdbicas estritas, de multiplicacdo e crescimento
lentos, com divis@o celular em torno de sete a doze horas. Uma cultura em meio liquido
leva cinco a sete dias para atingir crescimento ideal para ser utilizada como antigeno

(BEER, 1999; FAINE, et al.,, 1999). Sdo bastante sensiveis a luz solar direta, aos
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desinfetantes comuns a aos anti-sépticos. O periodo de sobrevida das leptospiras
patogénicas na dgua varia com a temperatura, o pH, a salinidade e o grau de polui¢@o. Sua
multiplicacdo é 6tima em pH compreendido entre 7,2 a 7,4. J4 foi constatada, por meio de
ensaios experimentais, a persisténcia de leptospiras vidveis em dgua por até 180 dias
(LANGONI, 1999). No meio ambiente sobrevivem bem em terrenos imidos, pantanos,
corregos, lagos e estdbulos com excesso de umidade e de dedritos. Sdo muito sensiveis ao

pH éacido e a dissecacdo ( FAINE et al., 1999).

2.3 Aspectos epidemiolégicos

Zoonose mundialmente distribuida, a leptospirose é particularmente prevalente nas
Américas e considerada endémica na América Latina e no Caribe. A ocorréncia de
leptospirose estd estreitamente vinculada aos fatores ambientais, que podem dar lugar a
um foco de infecgdo, cuja amplitude estd na dependéncia de condi¢des favoraveis, das
caracteristicas do habitat e da presenca de animais silvestres (ALVES et al.,1996;
GENOVEZ et al., 2006).

A leptospirose acomete, praticamente, todos os animais domésticos, silvestres e o
homem, provocando ou n3o a manifestacdo de sinais. Animais de muitas espécies
domésticas, bem como a maioria das espécies silvestres, podem se tornarem portadores de
leptospira e contribuirem para a disseminacdo do microorganismo na natureza.

Hospedeiros adaptados ou de manutengdo sdo altamente susceptiveis, cujo ciclo de
infecc@o € perpetuado dentro da mesma espécie, usualmente por transmissao direta. Os
sorovares adaptados aos hospedeiros naturais favorecem a sua manuten¢do no meio
ambiente, podendo atingir, por transmissao indireta, os hospedeiros incidentais, que sio
infectados de forma acidental, geralmente por espécie diferente. O homem se comporta na
maioria das vezes como hospedeiro acidental, pois raramente se constitui em transmissor
da infeccdo ( FAINE et al., 1999).

Teoricamente, qualquer sorovar de Leptospira spp. pode infectar qualquer espécie
animal, mas na pritica um nimero limitado de sorovares ¢ endémico em uma regidao ou
pais em particular. Neste caso, a infec¢do serd determinada pelas espécies animais de

contato, pelo(s) sorovar(es) existente(es) naquela propriedade ou regido, pelas condi¢cdes
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ambientais e climéticas, e ainda dependerd do manejo e das oportunidades de infecg¢ao
direta ou indireta (GENOVEZ et al., 2006).

A eliminagdo da leptospira pela urina dos animais portadores ocorre em intervalos
de tempo diferentes, isto é, podendo variar de poucas semanas a varios meses, entre 0s
animais domésticos, e por toda vida no caso dos roedores ( LILENBAUM et al., 2007,
GIRIO et al., 2004; HERRMANN, 2004; FAVERO et al, 2002).

No Brasil, a enfermidade é amplamente difundida, o que acarreta elevados
prejuizos econdmicos para a pecudria nacional. O seu principal impacto é o
comprometimento do  desempenho  reprodutivo dos rebanhos acometidos
(VASCONCELLOS, 1993; VASCONCELLOS, 1987).

Teoricamente os ovinos, como qualquer outra espécie, podem ser infectados por
quaisquer sorovar de leptospira, dependendo da situacdo epidemioldgica do rebanho
(ZAMORA et al., 1999; LEON-VIZCAINO et al., 1987). Entretanto, a leptospirose
clinicamente aparente em ovinos estd associada a alguns sorovares como Pomona,
Gippotiphosa, Icterohaemorragiae, Serjoe e Hardjo ( ZAMORA et al., 1999; LEON-
VIZCAINO et al., 1987; ANDREANI et al., 1974; ELLIS et al., 1983; CACCHIONE et
al., 1963).

Cacchione (1963) e Cicceroni (2000) relatam que os ovinos s3o 0Os animais
domésticos considerados menos susceptiveis, porém sofrem a infec¢do das leptospiras
patogénicas e, em muitos casos, a evolucao € assintomadtica, podendo, as vezes, ocorrerem

surtos da doenga com aborto e morte de cordeiros (CICCERONI et al., 2000).

2.4 Patogenia

Apds a penetragdo nas mucosas externas ou pele escarificada, as leptospiras
disseminam-se pela corrente sanguinea e inicia-se, assim, o seu processo de multiplicacao
no sangue e em diversos orgdos, como figado, baco e rins. Esta fase ¢ chamada de
leptospiremia, que tem uma duracdo de quatro a cinco dias, raramente superando sete dias
(VASCONCELLOS, 1987; FAINE, te al., 1999).

Com o progredir da infec¢do, ocorre o processo de reagdo imunitdria do
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hospedeiro, que antagoniza o agente invasor e faz com que o mesmo encontre refigio em
algumas dreas do organismo onde a imunidade humoral inexiste ou é verificada em niveis
baixos. Tais locais sdo a camara do globo ocular e a luz dos tdbulos renais. A localiza¢io
renal caracteriza a fase de leptospirdria, que tem inicio entre o sétimo e o décimo dia da
evolucao da doenca. Nesta fase, ocorre a formacdo de complexos imunes e reacdo
inflamatdria, o que leva vérios 6rgdos a uma vasculite generalizada, principalmente no
figado, rins, coragdo, pulmdes e sistema reprodutivo (VASCONCELLOS, 1987; FAINE,
te al., 1999).

Greene e Shotts (1990), assim como Zamora (1999) asseveram que a colonizacdo
renal ocorre na maioria dos animais infectados em virtude da replicacdo e persisténcia do
agente nas células epiteliais dos tubulos renais, onde os anticorpos ocorrem em baixos
niveis. O comprometimento agudo da funcdo renal pode resultar na diminuicdo da

filtracdo glomerular causada pelo edema intersticial e diminuicao da perfusdo renal.

2.5 Sinais Clinicos

A forma superaguda caracteriza-se por leptospiremia massiva e morte. A febre (39,5
a 40° C), tremores e sensibilidade muscular sdo os primeiros sinais clinicos.
Subsequentemente, ocorrem vOmitos e desidratacdo rdpida, resultante da parada de
ingestdo de 4dgua, perdas de fluidos aumentadas por lesdes dos tibulos renais, aumento da
permeabilidade vascular e colapso vascular periférico. Na fase terminal, os animais
tornam-se hipotérmicos e depressivos (GREENE; SHOTTS, 1990). Ciceroni (2000)
atesta que na espécie ovina, embora menos comum, a forma aguda da doenca pode
ocorrer, caracterizando-se por quadros clinicos de septicemia, hemorragia, nefrite,
seguida por ictericia, hemoglobindria, mastite sanguinolenta, repeticio de cio,
abortamento nas ovelhas e anemia hemolitica nos cordeiros com morte na primeira

semana de vida.
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Nos ovinos a forma inaparente € mais comum. Nesse caso 0s animais estio
infectados, mas nao apresentam qualquer sinal da doenga, dificultando, com isso, o

diagndstico clinico e epidemioldgico ( RAFYT et al., 1967).

2.6 Lesoes

Na visdo de Enrietti (2001) as lesdes macroscOpicas nos animais € no homem
caracterizam-se pela presenca de hemorragias petequiais e, menos comumente,
equimdticas, espalhadas pelo corpo. Quando presente a ictericia, a necropsia revela uma
intensa coloracdo amarela ouro, que atinge todo o organismo. Contrasta perfeitamente, a
cor amarela espalhada pelo corpo com as inimeras petéquias existentes.

As lesdes hemorragicas sdo preponderantes nos pulmdes, onde se apresentam sob a
forma de equimoses, sendo observadas, também, na vesicula biliar, cérebro, musculos e as
vezes, em quase todos os 6rgaos do animal.

O figado, muitas vezes, mantém-se em volume normal, porém, em outras ocasioes,
encontra-se aumentado e o seu parénquima estd corado de amarelo pela bilirrubina.
Muitas vezes, a vesicula biliar € encontrada bastante distendida, acumulando bile de cor
clara ou mesmo sanguinolenta (RIET-CORREA et al., 2001; ENRIETTI, 2001).

O miocardio aparentemente normal apresenta focos petequiais e hiperemia dos
capilares. As petéquias encontradas situam-se no tecido intersticial do miocérdio,
principalmente, do lado endocérdico. Torna-se claro o estado de edema em que se
encontram as fibras musculares onde ficam presentes elementos provenientes do sangue
(ENRIETTTL, 2001).

Nos pulmdes, as hemorragias sdo focais e sempre em torno dos vasos que
atravessam o parénquima. O 6rgdo apresenta dreas atelectdsicas e sofre hepatizacdo, pois
¢ grande a quantidade de elementos do sangue que sdo encontrados nos alvéolos. As
paredes ddo origem a mobilizacdo dos elementos, que pouco a pouco, invadem o
parénquima pulmonar e se transformam em grandes macréfagos que contem hemécias e

pigmentos fagocitados (ENRIETTI, 2001; RIET-CORREA, et al., 2001).
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Erietti (2001) mais especificamente observa que o aparelho digestivo também
pode apresentar numerosos pontos de hemorragias no interior da cavidade gastro-entérica.
Encontra-se por esse motivo, liquido sanguinolento no estdmago e nos intestinos, € a
mucosa desses Orgdos se apresenta de aspecto hemorrdgico puntiforme ou mesmo, com
grandes sufusdes em toda a sua extensdo. Os foliculos linféides do intestino apresentam
mobilizacdo dos elementos, pouco evidente com o aumento das placas de Peyer,
consequente a reacdo histio-linfocitdria que se processa. Microscopicamente, as lesoes
obedecem as mesmas causas que as lesdes macroscopicas.

Riet-Correa (2001), afirma que, nos rins dos animais, degeneracdo hialina e
tumefacdo das células epiteliais dos tabulos, que apresentam vacuolos de diversos
tamanhos ou citoplasma de aspecto granular. Cilindros hialinos, e granulares em menor
nimero sdo observados em muitos tibulos. Ao lado do processo degenerativo, observa-se
lesdes hemorragicas que se localizam nos préprios tibulos, como também, na préprias

alcas glomerulares. No timo observam-se numerosas areas focais hemorrigicas.

2.7 Diagnéstico

Faine (1999) correlaciona procedimentos para o diagndstico da leptospirose. Para
o autor, devem ser considerados os achados clinicos, sorologia e na deteccao e isolamento
do agente. Também pode ser empregada a inoculacio em animais de laboratério e
recentemente, com o advento da biologia molecular, o DNA de Leptospira spp pode ser

detectado a partir de varios materiais.

2.7.1 Diagnéstico Clinico

Taxas elevadas de abortos e repeticdes de cios podem ser sugestivas da infec¢ao
por leptospirose em rebanhos ovinos. Todavia, quadros clinicos de septicemia,
hemorragias, nefrite, seguido de ictericia, hemoglobintria, mastite sanguinolenta também
sao sinais indicativos da doenga (CICCERONI et al., 2000).

Entretanto, Faine (1999) atenta para o fato de que o diagndstico clinico por sinais e
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sintomas, como é empirico, depende do sorovar infectante, havendo necessidade da sua

confirmacao laboratorial.

2.7.2 Diagnéstico Sorolégico

A reagdo de soroaglutinacdo microscépica (SAM) é o teste recomendado pela
Organizac¢do Mundial de Saide (OMS) para o diagndstico da leptospirose. Na pratica, por
ser dificil a obtencao de amostras pareadas de soro, a sintomatologia e o titulo de 800 para
0 sorovar suspeito sdo altamente sugestivos de leptospirose (GALTON et al., 1965;
SANTA ROSA, 1970). Nos Estados Unidos e no Canad4, a maior parte dos laboratdrios
das universidades inclui apenas os sorovares bratislava, canicola, icterohaemorragiae,
pomona, hardjo e gippotyphosa na bateria de antigenos da reacdo de soroaglutinacio

microscopica (GALTON et al., 1965; SANTA ROSA, 1970).

2.7.3 Inoculaciao em animais de laboratoério

Leptospiras virulentas causam infec¢do em animais de laboratério, que podem ser
usados para o isolamento primdrio a partir de materiais clinicos. O hamster (Mesocricetus
auratus) € a espécie mais sensivel a acdo das leptospiras, morrendo em aproximadamente
quatro dias apds a inoculacdo (ENRIETTI, 2001). A forma mais eficiente para o
estabelecimento e evolucdo de infecgdes pelos variados sorovares de leptospiras nestes

animais € a inoculagdo por via intraperitonial (ANDREANI, 1968).

2.7.4 Reacao de polimerase em cadeia (PCR)

A deteccdo do DNA de Leptospiras spp. pela PCR tem sido de grande utilidade e
requer a selecdo de primers especificos que permitam a amplificagdo de todas as espécies
classificadas como patogé€nicas ou potencialmente patogénicas, incluindo L. inadai e L.

fainei. As principais vantagens da PCR sd3o: rapidez na obtencdo dos resultados,
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sensibilidade e especificidade elevada, entretanto, a necessidade de equipamentos

especiais, o alto custo dos reagentes sao fatores que limitam o seu uso (BATISTA, 2004).

2.8 Tratamento

Em termos de recomendacdo para o tratamento da leptospira duas drogas sdo
consideradas eficientes: a diidroestreptomicina e a doxiciclina.

A diidroestreptomicina, na dose de 25 mg/kg, aplicada duas vezes com intervalo
de sete dias entre aplicagdes, € a droga de elei¢do para a eliminagdo do agente dos rins e
supressdo do estado de portador (GREENE; SHOTTS, 1990). Doxiciclina, na dose de 2,5
a 5 mg/kg, uma vez ao dia, durante duas semanas, também € indicada para a eliminacdo

das leptospiras dos rins (WOHL, 1996).

2.9 Controle e Profilaxia

A prevencdo da leptospirose deve se basear em a¢des que atuem diretamente sobre
o animal, como a imunoprofilaxia, através da utilizacdo de vacinas e controle dos
reservatorios da doenca (FAINE et al., 1999; HAGIWARA, 2003).

Evidentemente, uma medida de controle importante consiste em evitar a
introducdo de animais portadores da bactéria no rebanho, entretanto, em funcdo de
algumas caracteristicas epidemioldgicas da doenga em ovinos essa tarefa torna-se bastante
dificil. As medidas gerais, como limpeza do ambiente, sdo medidas importantes para
reduzir as chances de contaminacdo dos animais (HAGIWARA, 2003).

A vacinacdo contra a leptospirose € a principal arma para se prevenir a infeccao
nos animais. As vacinas contendo o microorganismo morto ou inativado sdo as mais
usadas no controle da leptospirose (LANGONI, 1999).

A identifica¢do da variante soroldgica da Leptospira é muito importante, uma vez
que imunidade adquirida é sorovariedade especifica, entdo a imunizacio protege somente

contra as sorovariedades homologas ou semelhantes antigenicamente (LEVETT, 2001),



niao havendo imunidade cruzada. Portanto, quando um ou mais sorovares infectam os
animais, € necessdria a utilizacdo de vacinas polivalentes (FAINE et al., 1999). O uso
sistemdtico de bacterinas especificas contra as sorovariedades mais prevalentes na regidao
e na espécie testada tem se revelado, na prética, como uma medida eficiente no controle
de focos.

No Brasil, existem vacinas disponiveis no mercado, porém sao poucos os estudos
com vacina anti-Leptospira sp em ovinos, sendo a maioria em bovinos, suinos e caninos.
O controle da doenga em ovinos com o uso de bacterinas comerciais € comum no pais,
porém geralmente sdo utilizadas bacterinas disponiveis no mercado para a utilizacdo em
bovinos, sem haver, contudo, uma avaliacio da eficiéncia destas para ovinos

(HERRMANN, 2002).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao e caracterizacao da area de estudo

O Estado da Paraiba € dividido geograficamente em quatro mesorregides (semi-
arido paraibano, Borborema, Agreste paraibano e Zona da Mata paraibana) e 23
microrregides. A mesorregido do sertdo paraibano tem como principal atividade a
pecudria extensiva, assumindo destaque a criacdo de ovinos com 7.087 propriedades

criadoras e um efetivo total de 159.149 cabecas (SANTOS 2009).

3.2 Animais

Foram utilizados 1.275 ovinos deslanados adultos provenientes de 117

propriedades localizadas na mesorregido do sertdo, Estado da Paraiba.
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3.3 Delineamento amostral

A amostragem foi delineada para a determinagdo da prevaléncia de propriedades
positivas e de animais soropositivos. O nimero de propriedades a serem amostradas foi
calculado com o programa Epilnfo, versao 6.04 (DEAN, 1994), com o emprego dos
seguintes parametros: prevaléncia esperada de 50% (valor adotado para maximizar a

amostra), nivel de confianca de 95%; e erro absoluto de 10% (THRUSFIELD, 1995).

ZxpP(1—P)

n

Onde:

n = ndmero de propriedades amostradas
Z = valor da distribui¢do normal para o nivel de confianca de 95%
P = prevaléncia esperada
d = erro absoluto
Para a mesorregiao do Sertdo que apresentou 7.087 propriedades criadoras de
ovinos, a amostragem foi de 96 propriedades. Por motivo de seguranca, foram visitadas

117 propriedades.

3.4 Atividades de campo

As atividades de campo realizadas nesse periodo incluiram colheita de sangue,
com posterior envio das amostras para o Laboratério de Doengas Transmissiveis (LDT)
do Centro de Saide e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), em Patos, PB.

As amostras de sangue foram colhidas de ovinos deslanados adultos, em volumes
de 8 mL, pela puncdo da veia jugular com agulha descartdvel e tubo com véicuo (sem

anticoagulante) com capacidade de 8,5 mL(Figura 1).
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Ap6s o dessoramento, o transporte das amostras para o laboratério foi feito em
caixas de isopor com gelo, com o formuldrio epidemiolégico envolvido em pldstico e

fixado no lado externo da tampa.

Figura 1. Colheita de sangue pela
puncio da veia jugular

3.5 Testes sorolégicos

Para o diagnéstico da infec¢do por Leptospira spp, foi utilizado o teste de
soroaglutinacdo microscépica (SAM), prova de referéncia pela Organizacdo Mundial da
Saude (WORL HEALTH ORGANIZATION, 2003). Foram utilizados como antigenos 24
sorovares patogénicos (FAINE et al.,, 1999) mantidos em culturas em meio liquido de
EMIJH modificado (ALVES et al., 1996) suplementado com 15% de soro estéril de coelho
e inativado a 56°C por 30 minutos, enriquecido com 1% de piruvato de sédio, 1% de
cloreto de cdlcio, 1% de cloreto de magnésio e 3% de L-asparagina e incubadas durante

sete a dez dias em estufa bacterioldgica a 28°C. Cada cultura era examinada quanto a
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pureza e auséncia de autoaglutinagdo em microscopia de campo escuro em aumento
100X. A densidade antigénica foi acertada para conter aproximadamente de 100 a 200
microrganismos por campo microscopico (100X). (GALTON et al., 1965; SANTA
ROSA, 1970).

Cada amostra de soro era diluida a 1:50, em solu¢do salina tamponada de Sorénsen
(pH 7.,4); 50 uL do soro diluido eram colocados em micro placa de poliestireno de fundo
chato com 96 pocos, e acrescentados de 50 puL. do antigeno, obtendo-se dilui¢do inicial
1:100. A amostra soroldgica era entdo colocada frente a bateria antigénica com 24
sorovares. As micro placas eram incubadas em estufa bacterioldgica a 28 °C por trés
horas.

Amostras que apresentaram menos de 50% de aglutinacdo no campo de visualizacdo
eram consideradas negativas (Figura 2), e os soros reagentes na triagem eram novamente
testados para a determinacdo do titulo final de aglutininas antileptospiras, efetuando-se
dilui¢des seriadas em escala geométrica de razdo dois em solug@o salina tamponada de
Sorénsen (pH 7,4) e acrescidos de 50 pL do antigeno detectado como positivo na triagem,
seguindo-se o procedimento anterior. As leituras foram realizadas em microscépico 6ptico
com condensador de campo escuro seco, com lente objetiva 10x/0,20 e ocular 10 (100X),
observando-se a formacdo de aglutinacdes.

Os soros na diluicdo de 1:100 que revelarem 50% ou mais leptospiras
aglutinadas(Figura 3) na triagem foram titulados frente aos respectivos antigenos. O titulo
final foi resultado da reciproca da maior dilui¢do (>100) que apresentou pelo menos 50%

de leptospiras aglutinadas (FAINE et al. 1999).

Figura 2. Amostra negativa na Figura 3. Amostra positiva na
SAM. SAM.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 19 municipios situados na mesorregido do semi-arido paraibano, onde foram
realizadas as coletas em 33 propriedades (28,20%) das 117 estudadas houve, ao menos,
uma amostra de soro reagente para um dos 24 sorovares de Leptospira spp usadas na
bateria de antigenos (Quadrol), e 69 animais (5,41%) de 1275 pesquisados foram
sororeativos para os antigenos testados (Tabela 1).

Os resultados obtidos foram inferiores, quanto ao numero de reatores, aos
encontrados por Herrmann (2004), que em estudo experimental na mesoregido do Sudeste
e Sudoeste do Rio Grande do Sul, detectou, em 136 propriedades pesquisadas, um total de
113 (83,09%) positivas, com pelo menos uma amostra de soro reagente para uma das 17
sorovariedades de Leptospira spp utilizadas na bateria de antigeno. Essa disparidade entre
os resultados encontrados provavelmente seja justificada pelo fato do estado do Rio
Grande do Sul apresentar altos indices pluviométricos, diferentes sistemas de criacdo e
maior quantidade de d&reas irrigadas, facilitando a disseminacdo da Leptospira spp,
conferindo dessa forma um maior nimero de reatores.

Ja Azevedo et al. (2004), em pesquisa de aglutininas anti-Leptospira, em ovinos do
Estado do Rio Grande do Norte, obteve resultados inferiores, com 4 (3,5%) animais

soropositivos de 115 pesquisados.

Quadro 1 — Sorovares de Leptospiras empregados como antigenos na técnica de
Soroaglutinagdo microscopica (SAM) aplicados a Leptospirose em ovinos
no semi-arido paraibano no periodo de Julho de 2009 a julho de 2010, Patos

—PB.
Sorogrupo Sorovar Simbolo
Australis Australis 1-A
Australis Bratislava 1-B
Autummalis Autummalis 2-A

Autummalis Butembo 2-B
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Ballum

Bataviae

Canicola

Calledoni

Cynopteri
Grippotyphosa
Hebdomalois
Icterohaemorrhagiae
Icterohaemorrhagiae
Javanica

Panama

Pomona

Pyrogenes

Serjoe

Sejroe

Shaermani
Tarassovi
Andamana
Seramanga

Djasiman

Castellonis
Bataviae
Canicola
Whitcombi
Cynopteri
Grippotyphosa
Hebdomalois
Copenhageni
Icterohaemorragiae
Javanica
Panama
Pomona
Pyrogenes
Hardjo
Wolffi
Shermani
Tarassovi
Andamana
Patoc

Sentot
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11
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Tabela 1 - Relacdo dos municipios, quantidade de propriedades focos e a freqiiéncia de
amostras de soro de ovinos reagentes pela técnica de soro aglutinacio
microscOpica aplicada a leptospirose, no semi-arido da Paraiba, Brasil, no
periodo de julho de 2009 a julho de 2010. Patos, 2010

Municipios das
Coletas

N° de

propriedades
reagentes (%)

N° de animais reagentes (%)

Boa Ventura
Bom Jesus

Cachoeira dos
Indios

Cacimba de Areia
Cajazeiras
Cajazeirinhas
Condado

Curral Velho
Diamante

Patos

Paulista

Pombal
Quixaba

Santa Terezinha

Sao Jodo do Rio do
Peixe

Sdo José de
Espinharas

0/1
0/1

1/5(0,85)

0/1
6/13(5,12)
0/1
0/1
1/2(0,85)
0/12
2/9(1,70)
5/9(4,27)
2/8(1,70)
2/4(1,70)
2/9(1,70)

5/13(4,27)

1/2(0,85)

0/11
0/11

1/49(0,07)

0/7
15/131(1,17)
0/10
0/9
1/90(0,07)
0/140
6/85(0,47)
15/117(1,17)
2/117(0,15)
6/43(0,47)
2/98(0,15)

9/136(0,70)

1/20(0,07)
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Sao José de 1/2(0,85) 2/22(0,15)

Piranhas

Sao José do Bonfim 2/9(1,70) 4/102(0,31)

Sousa 3/8(2,56) 5/77(0,39)
Total 33/117(28,20) 69/1275(5,41)

A distribui¢do dos soros que reagiram em diluicdo 100 ou mais, apresentou-se da
seguinte forma: 24 animais regentes em titulo 100; 27 animais reagentes em titulo 200; 10
animais em titulo 400; 3 animais reagentes em titulo 800; 4 animais reagentes em titulo
1600; 1 animal reagente em titulo 3200 (Tabela 2), sendo que estes reagiram para cinco
sorovares: Andamana (19), Australis (1), Autumnalis (34), Sentot (12), Whitcombi (3),
revelando a maior prevaléncia para o sorovar Autummalis (49,27%), entretanto, nao se
conhece a sua real dindmica no ambiente, adimitindo-se a hipotese de que esse sorovar
possa ser encontrado em animais da fauna silvestre na condi¢do de portadores (ALVES et
al.,1996).

Em trabalhos semelhantes no Brasil, o sorovar Autumnalis foi encontrado no
Estado da Bahia (VIEGAS et al., 1980; CALDAS et al., 1983; CALDAS et al., 1993),
discordando dos achados de Herrmann (2004), que revelou uma maior prevaléncia para a
sorovariedade Hardjo, provavelmente devido ao contato direto dos animais com bovinos.

O sorovar Sentot teve a terceira maior prevaléncia (17,39%), com 12 animais
positivos, revelando um achado ndo tdo comum no Brasil, onde essa sorovariedade
normalmente ndo € encontrada e, portanto, ndo € incluida nas baterias de antigenos

usualmente, apesar de estar presente no ambiente (FAINE, 1982).
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Tabela 2 - Relacdo dos sorovares de leptospira spp mais prevalentes e respectivos titulos
em funcdo do ndmero de ovinos reagentes ao teste da soroaglutinacio
microscopica em 19 municipios do semi-drido paraibano no periodo de julho
de 2009 a julho de 2010. Patos, 2010

Titulos
Sorovares 100 200 400 800 1600 3200 Total(%)
Andamana 3 7 5 2 2 - 19(27,53)
Australis - - 1 - - - 1(1,44)
Autummalis 15 13 3 - 2 1 34(49,27)
Sentot 4 7 1 - - - 12(17,39)
Whitcombi 2 - - 1 - - 3(4,34)
Total 24 27 10 3 4 1 69(100)

No presente trabalho, a maioria dos ovinos reatores ndo apresentava sinais clinicos

visiveis da doenga o que mostra a grande importancia desse fato no que se diz respeito ao

ponto de vista epidemioldgico, pois 0os animais assintomaticos eliminam constantemente o

agente, garantindo a sua persisténcia no meio ambiente (VASCONCELLOS,1993; FAINE

et al., 1999).

Na tabela 3 observa-se a distribuicdo dos sorovares em relacdo as cidades, onde

nos municipios de Cajazeirinhas, Curral Velho, Cajazeiras, Patos, Santa Terezinha, Sao

Jodo do Rio do Peixe, Sao José do Bonfim, Quixaba, Pombal, Cachoeira dos fndios, Sao

José de Piranhas, Sousa, Paulista, Sao José de Espinharas verificou-se animais reagentes

em titulo iguais ou superiores a 100.
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Tabela 3 - Relacdo dos Municipios com a presenca de ovinos reagentes a um ou mais
sorovares de Leptospira spp., detectados pela SAM. Patos, 2010

Municipio

Sorovares

Cachoeira
dos Indios

Cajazeiras
Cajazeirinhas
Curral Velho
Patos
Paulista
Pombal
Quixaba

Santa
Terezinha

Sao Jodo do
Rio do Peixe

Sdo José de
Espinhares

Sao José de
Piranhas

Sao José do
Bonfim

Sousa

Andamana

Andamana, Autummalis
Sentot, Whitcomb
Sentot
Sentot, Autummalis
Andamana, Autummalis, Sentot
Sentot, Andamana
Sentot, Autummalis

Autummalis, Whitcomb

Sentot, Andamana, Autummalis,

Autummalis

Automnalis

Sentot, Autummalis

Andamana, Autummalis, Whitcomb
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5. CONCLUSAO

A prevaléncia de ovinos sororeativos foi de 5,41%, sendo o sorovar mais
prevalente a sorovariedade autummalis, o que enfatiza a necessidade de estudos que
demonstrem a sua verdadeira dinamica no ambiente e nos animais.

Constatou-se ainda que 28,20% das propriedades tiveram animais reagentes.
Portanto, hd uma necessidade de estabelecer medidas de prevencao baseados nos meios de
transmissdo ja conhecidos, além de atentar sobre a importancia de produgdo de vacinas

homoldgas especificas.
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