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RESUMO

SARMENTO, A. M. C. Emprego de estirpes de leptospiras isoladas no Brasil, na
microtécnica de soroaglutinagao microscopica aplicada ao diagnéstico da
leptospirose em rebanhos bovinos de oito estados brasileiros. [Use of strains of
leptospires isolated in Brazil, for the microscopic agglutination test applied to the
diagnosis of leptospirosis in bovine herds of eight Brazilian states]. 2009.134 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A leptospirose bovina é uma das principais doencas reprodutivas que interfere
diretamente nos indices de producdo e produtividade da pecuaria brasileira e
mundial e por isso necessita de um aprimoramento do diagndstico laboratorial. O
objetivo do presente trabalho foi investigar a conveniéncia do emprego de estirpes
de leptospiras autdctones isoladas no Brasil, na colecdo de antigenos da
microtécnica de soroaglutinacdo microscopica (SAM) aplicada a leptospirose. A
colecdo de antigenos de referéncia foi constituida pelos sorovares: Australis,
Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi,
Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Patoc
e Sentot. As dez estirpes isoladas no Brasil incluiram os sorovares: Bananal (duas
estirpes), Brasiliensis, Canicola (trés estirpes), Copenhageni, Guaricura e Pomona
(duas estirpes). Foram amostradas por conveniéncia, 109 propriedades e 9820
bovinos, fémeas em idade de procriar, distribuidos em 84 municipios, dos Estados
de: Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Sao Paulo. Dos 9820 animais examinados, 5806 (59,12%)
foram reagentes na SAM para qualquer sorovar com a cole¢céo de 23 sorovares de
referéncia. Com a colecdo de antigenos de referéncia e dez estirpes autdctones
houve 6400 (65,17%) reagentes, a diferenca observada foi significante (p= 0,001). O
Unico Estado em que ndo houve diferenga significante no numero de animais
reatores para qualquer sorovar foi o de Santa Catarina (p=0,522). Das 109
propriedades trabalhadas, 106 foram consideradas positivas com pelo menos um
animal reagente na SAM. Nao houve diferenca no nimero de propriedades positivas
segundo a colecdo de antigenos empregada. Os sorovares mais provaveis
identificados com a colecdo de antigenos de referéncia foram Hardjo (43,03 %),



Shermani (20 %), Wolffi (9,96%), Grippothyphosa (5,42%) e Pomona (4,28%). Com
a colecdo ampliada por dez estirpes isoladas no Brasil, 0s sorovares mais provaveis
foram Hardjo (31,00%), Guaricura - M4/84 (22,50%), Shermani (15,43%), Wolffi
(4,76%), Grippothyphosa (3,71%) e Autumnalis (3,24%). O sorovar Guaricura,
estirpe M4/84, isolada de bovinos e bufalos no Estado de S&o Paulo, foi o primeiro
colocado como sorovar mais provavel no Estado de Mato Grosso, diferenca
significante do valor obtido para o sorovar Hardjo (p= 0,0001). No Mato Grosso do
Sul a despeito do valor absoluto ter sido superior para o sorovar Guaricura, a
diferenca observada com o sorovar Hardjo foi destituida de significado estatistico
(p=.0,753). Em S&o Paulo o Guraricura foi o segundo colocado e em Minas Gerais
Goias ocupou a terceira posicdo. Esta mesma estirpe foi a mais provavel em 27
propriedades das 109 trabalhadas (24,77%). A introducdo de estirpes autoctones na
colecdo de antigenos da SAM propiciou a confirmacdo do diagnéstico de
leptospirose em 594 animais (6,00%) classificados como nao reagentes pela colecao
de referéncia (p=0,001).

Palavras-chave: Leptospirose. Bovinos (fémeas). Diagndstico. Soroaglutinacao

microscopica. Estirpes autoctones.
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ABSTRACT

SARMENTO, A. M. C. Use of strains of leptospires isolated in Brazil, for the
microscopic agglutination test applied to the diagnosis of leptospirosis in
bovine herds of eight Brazilian states. [Emprego de estirpes de leptospiras
isoladas no Brasil, na microtécnica de soroaglutinagdo microscopica aplicada ao
diagnostico da leptospirose em rebanhos bovinos de oito estados brasileiros]. 2009.
134 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Bovine leptospirosis is one of the main reproductive diseases which interferes
economically on the livestock and thus it is needed the amelioration of the laboratory
diagnostic procedures. The aim of this work is to investigate the adequacy to use
autochthonous strains of leptospires isolated in Brazil, added into the antigen
collection applied for the microscopic agglutination test (MAT). The reference antigen
collection was constituted by the following serovars: Australis, Bratislava, Autumnalis,
Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Grippothyphosa,
Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona,
Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Patoc and Sentot. The ten strains
isolated in Brazil included the serovars: Bananal (two strains), Brasiliensis, Canicola
(three strains), Copenhageni, Guaricura and Pomona (two strains). By means of non-
probability sampling, 109 farms and 9,820 bovines, females at reproductive age were
chosen from the 84 municipalities of the states of Goias, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo .
Among the 9,820 examined animals, 5,806 (59.12%) were reactants to the MAT for
any serovar using the 23 reference serovars. Using the collection of reference
serovars and the ten autochthonous strains there were 6,400 (65.24%) reactants,
and the difference found was significant (p=0.001). The only state with non-significant
results in the number of reactants for any serovar was the State of Santa Catarina
(p=0.522). Of the 109 properties analyzed, 106 were considered positive at least with
one reactant animal by MAT. According to the antigens used, there was no significant
difference among the properties. The most probable serovars identified by the
collection of reference antigens were Hardjo (43.03%), Shermani (20.00%), Wolfi
(9.96%), Grippothyphosa (5.42%) and Pomona (4.28%). With the collection amplified
with the ten strains isolated in Brazil, the most probable serovars were Hardjo
(31.00%), Guaricura — M4/84 (22.50%), Shermani (15.43%), Wolffi (4.76%),
Grippothyphosa (3.71%) and Autumnalis (3.24%). The serovar Guaricura, strain



M4/84, isolated from bovines and buffaloes in the State of Sdo Paulo, was ranked at
the first place as the most probable serovar in the State of Mato Grosso and Mato
Grosso do Sul, but the differences observed with the serovar Hardjo were significant
only in Mato Grosso (p=0,0001). In Sdo Paulo State, the Guaricura serovar was the
second most probable and in the states of Minas Gerais and Goias the third one.
This same strain was the most probable in 27 properties among the 109 examined
(24.77%). The addition of autochthonous strains into the MAT antigen collection
provided the confirmation of the diagnosis of leptospirosis in 594 animals (6.00%)

which have been classified as non-reactants by the reference collection.

Key words: Leptospirosis. Bovines (females). Diagnosis. Microscopic agglutination.
Test . Autochthonous strains.
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Proporcdes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados
pela microtécnica de aglutinagdo microscopica (SAM) em rebanhos de
bovinos do Estado de Santa Catarina, segundo a colecéo de antigenos
empregada. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005

Proporcdes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados
pela microtécnica de aglutinacdo microscopica (SAM) em rebanhos de
bovinos do Estado de Sao Paulo, segundo a colecdo de antigenos
empregada. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005
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1 INTRODUGCAO

7z

O Brasil detém o segundo maior rebanho bovino do mundo e € o maior
exportador mundial de carne. De 1990 a 2003, a pecuaria brasileira registrou um
crescimento espetacular, a producdo de carne bovina aumentou 85,2% ou 6,1% ao
ano, passando de 4,1 milhdes para 7,6 milhdes de toneladas. Em 2005 a
bovinocultura brasileira era praticada em quatro milhdes de propriedades rurais, com
207.156.696 cabecas de gado. Em 2006, com 205.886.244 cabecas de gado, o
Brasil tornou-se o maior produtor (8,5 milhnGes de tonelada de carcacas) e maior
exportador de carne bovina. O pais também é considerado pelo Comité Veterinario
da Unido Européia como "area de risco desprezivel" para a ocorréncia de
encefalomielite espongiforme bovina, doenca que dizimou populacfes inteiras na
Europa e em 1993 chegou a América do Norte.

A criacdo de gado comercial tem como principal objetivo a producao de carne
bovina de qualidade para alimentacdo humana, além de fornecer matéria prima para
a industria: farmacéutica, cosmeéticos, calcados, roupas e racdes. A carne bovina
brasileira passou a ser largamente consumida nas mais diversas partes do mundo.

No setor de lacteos, o Brasil é o sétimo produtor mundial com cerca de 23,3
bilhdes de litros de leite produzidos em 2005. Neste setor, Brasil, Argentina,
Austrélia, india, China, Pol6nia e Ucrania sdo paises com grande competitividade em
custo de producao mundial.

A despeito do Brasil ser o lider mundial em tonelagem de carne bovina
exportada, os niveis de producdo e produtividade dos rebanhos de corte e leite
brasileiros ainda sdo muito baixos. Além da questdo da presenca de aftosa nos
rebanhos, a carne brasileira, segundo alguns importadores, ndo € considerada de
boa qualidade. Diversos fatores contribuem para esta condi¢cdo: caracteristicas
genéticas, nutricionais, metabdlicas e também aspectos sanitarios, dentre os quais
se destacam as doencas infecciosas e parasitarias que comprometem a reproducéo
como: rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), diarréia viral bovina (BVD), brucelose,
leptospirose, campilobacteriose, neosporose e a tricomonose. Estas infec¢des estao
disseminadas no rebanho nacional, havendo a necessidade do aprimoramento dos

respectivos recursos terapéuticos e profilaticos. Dentre tais doencas a leptospirose
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ocupa uma posicao de destaque, pois as condicdes climéaticas e ambientais vigentes
no Brasil sdo muito favoraveis a sua ocorréncia.

No Brasil, as perdas econdmicas produzidas pela leptospirose bovina estéao
relacionadas a falhas reprodutivas como: infertilidade, abortamento, natimortalidade,
morte neonatal e nascimento de bezerros debilitados. Tais transtornos levam a
qgueda da producédo de carne e leite, além dos custos com a assisténcia veterinaria,
medicamentos, vacinas e testes laboratoriais.

No Brasil, a leptospirose é endémica e esta presente no rebanho bovino em
quase todos os estados da federacdo. Os inquéritos sorologicos ja efetuados tém
encontrado percentuais de animais reatores da ordem de 15% a 74,5%, tendo como
sorovares predominantes Hardjo, Wolffi e Pomona. Contudo os sorovares ja isolados
em rebanhos bovinos do Brasil e tipificados foram Pomona, Icterohaemorrhagiae,
Guaicurus, Goiano, Hardjo (Hardjoprajitno) e Georgia.

O sorovar Hardjo é o mais importante e o de maior impacto econémico na
eficiéncia reprodutiva de rebanhos de bovinos no Brasil e em diversas partes do
mundo. O sorovar Wolffi j& foi predominante em inquéritos soroldgicos efetuados no
Brasil, quando o sorovar Hardjo ainda ndo havia sido incluido nas colecbes de
antigenos. Contudo tais reacdes podem ter sido reacfes cruzadas entre membros
do sorogrupo Sejroe como o Hardjo (Hardjoprajtino), Wolffi e Guaricura.

A profilaxia e o controle da leptospirose dependem da identificagdo do sorovar
e dos seus respectivos hospedeiros de manutencdo que deverdo ser objeto das
acOes de controle. No caso de infeccbes incidentais, determinadas por sorovares
gue nao sdo mantidos pelos bovinos, como Pomona, Icterohaemorrhagiae e
Grippotyphosa, entre outros, deve-se identificar de que forma o rebanho esta sendo
exposto a possiveis reservatorios naturais, que no Brasil sdo respectivamente:
suideos, roedores e marsupiais.

O diagndstico da leptospirose pode ser efetuado pela demonstracdo do
agente (métodos diretos) e por métodos indiretos (provas sorolégicas) que sdo 0s
mais indicados para o controle em populagcdes de animais. Destes, o mais eficaz é a
soroaglutinacdo microscopica (SAM). Diversos fatores afetam a especificidade e a
sensibilidade desta prova, tais como: colecdo de estirpes empregadas como
antigenos, idade e densidade dos cultivos, diluicdo final dos soros, temperatura e

tempo de incubacéo.



40

A recomendacéo oficial para a prova da SAM aplicada a leptospirose € que a
colecdo de antigenos empregada contenha pelo menos um representante por
sorogrupo, contudo tem sido aventada a importancia da inclusdo de sorovares
autoctones isolados no pais ou regido 0 que aumentaria a capacidade
discriminadora do teste.

Tendo em vista a importancia econémica da pecuaria bovina no Brasil, a
interferéncia negativa das doencas transmissiveis da reproducdo, a presenca da
leptospirose como uma das principais patologias implicadas em tal processo e a
necessidade do aprimoramento dos sistemas de diagnostico laboratorial atualmente
disponiveis, foi delineado o presente trabalho que tem por objetivo investigar a
conveniéncia do emprego de estirpes de leptospiras autoctones isoladas no Brasil,
como antigenos incluidos na colecdo de estirpes empregadas no teste de

soroaglutinacado microscoépica aplicado a leptospirose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 Histoérico

Em 1886, Adolf Weil, na Alemanha descreveu minuciosamente os dados
clinicos de quatro casos humanos de uma doenca caracterizada por febre, ictericia,
hemorragias, comprometimento hepatico e renal. Esta foi a primeira descricdo da
leptospirose humana e Goldschmidt propds que a enfermidade passasse a ser
denominada Doenca de Weil (CACCHIONE, 1962; SANTA ROSA, 1970, BRASIL,
1995) Em 1907, Stimsom, nos EUA (Estados Unidos da América), demonstrou por
corantes de prata a presenca de esquiroguetas nos tubulos renais de um paciente
que veio a Obito e o denominou de Spirochaeta interrogans por causa da
semelhanca com o sinal de interrogagdo. No entanto, a etiologia da leptospirose s6
foi demonstrada em 1915 no Japéo por Inada, Ido, Hochi, Kaneko, Ito e Matsuzaki
que isolaram um microrganismo de forma espiralada do figado de um cobaio que
havia sido inoculado com o sangue de um minerador enfermo e o denominaram de
Spirochaeta icterohaemorrhagiae (CACCHIONE, 1962).

O género Leptospira foi proposto por Noguchi® (1916 apud CACCHIONE,
1962, p. 105), e em 1917, este mesmo autor identificou o papel do rato como fonte
de infeccdo para humanos (LEVETT, 2001).

No Brasil as primeiras publicagdes sobre leptospirose datam de 1917 quando
Bentes, Aragdao e McDowell isolaram o sorovar Icterohaemorrhagiae do Rattus
norvegicus. Outras investigacdes pioneiras sobre a presenca de infeccdo em
roedores sinantropicos foram efetuadas por Enrietti®, (1954 apud MEIRA, 1991) em
Curitiba (Parand), e por Meira e Santa Rosa® (1964 apud MEIRA, 1991) em S&o
Paulo.

!NOGUCHI, H. Morphological characteristics and nomenclature of Leptospira (Spirochaeta)
icterohaemorrhagiae (Inada and ldo) Journal of Experimental Medicine, v. 27, p. 575-592, 1918.
2ENRIETTI, M. A. Contribuicao ao conhecimento da incidéncia de leptospiras em murideos, caninos
e suinos no Parand. Arquivos de Biologia e Tecnologia, v.9, n. 3, p. 21-72, 1954,

® MEIRA, D. A.; SANTA ROSA, C. A. Estudo epidemiolégico e clinico de leptospirose em detentos de
Sao Paulo. Revista do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina, Sdo Paulo, v.19, p.163-172,
1964.



A primeira descricdo da leptospirose bovina foi efetuada por Nikolski' (1935
apud YANAGUITA, 1972), no Caucaso, RduUssia, a doenca foi descrita por
manifestagbes icterohemoglobinudricas. Entretanto o primeiro isolamento de
leptospiras de bovinos foi efetuado por Mikhin e Azinov? (1935 apud YANAGUITA,
1972) que isolaram a espiroqueta de um cobaio inoculado com sangue de um
bezerro que veio a 6bito com manifestacdes icteronemoglobindricas (YANAGUITA,
1972 ,CORREA; CORREA, 1992, BROD et al., 1995). No Brasil, o primeiro
isolamento de leptospiras em bovino tipificado como do sorovar Pomona foi efetuado
por Freitas et al. (1957), posteriormente foram confirmados os isolamentos dos
sorovares Icterohaemorrhagiae (SANTA ROSA et al., 1961); Guaicurus e Goiano
(SANTA ROSA et al., 1980); Hardjo (Hardjoprajitno) e Georgia por Moreira (1994). O
nome do sorovar Guaicurus cadastrado no banco internacional de estirpes foi
erroneamente registrado como Guaricura. Em 1998 uma nova estirpe deste sorovar
foi isolada da urina de bufalas do Vale do Ribeira, Estado de Sdo Paulo e o nome
adotado foi o constante do banco, Guaricura (VASCONCELLOS et al., 2001).

2.2 Conceito

A leptospirose € uma antropozoonose, causada por bactérias patogénicas do
género Leptospira, de elevada prevaléncia em animais silvestres e domésticos, de
distribuicAo mundial, caracterizada por vasculite generalizada O homem é
introduzido na cadeia epidemioldgica desta patologia de maneira acidental (FEIGIN;
ANDERSON, 1975). A sua distribuicdo geografica € cosmopolita, no entanto, na
América Latina, Africa e Asia, os niveis de ocorréncia sdo elevados, pois as
condi¢cdes ambientais de ordem fisico-quimica e sécio-econdmico-cultural favorecem
a persisténcia e a disseminacao da infec¢cdo (VASCONCELLOS, 2004).

No ambito internacional, o interesse pela leptospirose provem das epidemias
e calamidades que tem sido registradas devido aos desequilibrios climaticos e
ecoldgicos, como chuvas em excesso, maremotos e ciclones que ndo se restringem
apenas as regides tropicais (LEVETT, 2001; HARTSKEERL, 2009; OLIVEIRA et al.,

NIKOLSKI, etal. In“ Le Leptospirosis’ Tipografiadel seminario di padova, p.533, 1953.
ZMIKHIN, N. A.; AZINOV, S. A. Vet. Bull, Imp. Agric. Bur. Aberystwyth, Wales, 7:419, 1937.



2009; SEHGAL, 2009). Assim a leptospirose tem sido identificada como doenca re-
emergente, particularmente na Nicardgua, Brasil, India, Malasia (PALANIAPPAN et
al., 2007), Tailandia, Indonésia, Ameérica Latina e Estados Unidos (LEVETT, 2001,
HARTSKEERL, 2009).

2.3 Etiologia e caracteristicas do agente

As leptospiras sdo microrganismos pertencentes a ordem Espirochaetales,
familia Leptospiraceae, género Leptospira proposta por NOGUCHI (1918 apud
FAINE et al.,, 1999) Sé&o bactérias aerbbicas, ndo capsuladas, nem esporuladas,
delgadas (CORREA; CORREA, 1992) e helicoidais (espiroquetas) com extremidades
em forma de gancho. As leptospiras tém 6-20 um de comprimento por 0,1 um de
diametro. Os membros dessa ordem sdo moéveis por dois filamentos axiais
(endoflagelos) com inser¢cfes polares localizados no espago periplasméatico (FAINE
et al., 1999, LEVETT, 2001; QUINN et al., 2005).

As leptospiras tém uma membrana dupla tipica em que a membrana
citoplasmatica e a parede celular, constituida por peptidioglicano, estdo intimamente
ligadas e recobertas pelo envelope externo. Os lipopolissacarideos das leptospiras
tém composicao similar ao de outras bactérias Gram negativas, porém com baixa
atividade endotoxica (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

As leptospiras crescem em pH levemente alcalino (7,2-7,6) e em temperaturas
de 28 a 30 ° C (FAINE et al., 1999), multiplicam-se por fissdo transversa e
apresentam movimentos do tipo "saca-rolhas” e de flexdo-extensdo. Elas séo
visiveis a microscopia optica de campo claro quando coradas por sais de prata como
Gomori, argentometanoamina, Levaditi e Warthin-Starry ou sdo visualizadas em
preparacdes a fresco por microscopia de campo escuro e de contraste de fase
(MYERS, 1985; CORREA; CORREA, 1992; LEVETT, 2001).

Com base em caracteristicas culturais e morfolégicas as leptospiras eram
subdivididas em duas espécies: L. interrogans, sensu lato e L. biflexa, sensu lato. A
primeira patogénica para 0 homem e para 0s animais e a segunda, saprofita de vida
livre, encontrada em aguas superficiais, com raros registros de infeccées nos
mamiferos (FAINE et al., 1999; ACHA; SZYFRES, 2001; LEVETT, 2001, BARTHI et
al., 2003; WHO, 2003; CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009). As duas espécies eram



diferenciadas pela capacidade de crescimento a 13°C na presenca de 8-azaguanina,
substancia analoga da purina e pela incapacidade da L. biflexa formar células
esféricas em NaCl 1 M (WHO, 2003; LEVETT, 2001). As estirpes patogénicas
apresentam um tempo de geracdo de 20 horas e sdo consideradas bactérias de
crescimento lento. As saprofitas crescem mais rapidamente em aproximadamente
cinco horas (CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009).

As caracteristicas antigénicas decorrentes de antigenos de natureza
lipopolissacaridica (LPS) da parede celular das leptospiras permitem o
estabelecimento de uma classificacdo sorolégica, onde a unidade taxondémica do
género é o sorovar. Na atualidade séo reconhecidos cerca de 260 sorovares para as
espécies patogénicas que por parentesco antigénico sdo reagrupados em 30
sorogrupos (FAINE et al., 1999; PALANIAPPAN et al., 2007; ADLER; PENA
MOCTEZUMA, 2009; CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009).

Yasuda et al. (1987) demonstraram por hibridizacdo do DNA que as estirpes
de Leptospira interrogans sensu lato ndo eram uma Unica espécie, mas que na
verdade poderiam ser subdivididas em seis espécies distintas. Investigacdes
subsequentes ampliaram este numero, e, na atualidade, sdo aceitas 20 espécies
distintas: L. interrogans sensu stricto, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. inadai, L.
noguchii, L. weilii, L. kirshneri, L. fainii, L. alexanderi, L. alstonii, L. wolffii, L.
licerasiae, L. broomii, L. biflexa, L. meyeri, L. wolbachii, L. kmetyi, L. vanthiellii, L.
terpstrae, L. yanagawae. Contudo, foi observado que nao existe correlacéo entre a
classificacdo sorologica e a genotipica, pois um dado sorogrupo €é frequentemente
encontrado em diversas espécies (CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009).

24 Epidemiologia

Os fatores que contribuem para a ocorréncia da leptospirose incluem o clima
guente e Umido, tal como acontece no verdo chuvoso das regides tropicais e
subtropicais; o relevo e o tipo de solo com destaque para as baixadas e varzeas
alagadicas bem como os aglomerados urbanos construidos em locais que, além de

possuirem as caracteristicas anteriores, ndo tem infra-estrutura de saneamento
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basico, o que propicia o acumulo de lixo e favorece a proliferacdo de roedores (KO
et al., 1999; LOMAR et al, 2000; LOMAR et al., 2002).

No Brasil a leptospirose humana tem ocorrido especialmente nas cidades em
que as condicdes topograficas, de saneamento béasico e de precipitacao
pluviométrica sdo favoraveis como Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Salvador e Recife (
KO et al., 1999; PEREIRA, 2005).

As leptospiras patogénicas sdo capazes de infectar animais domeésticos,
silvestres e o homem, determinando quadro clinico variavel de infec¢do subclinica a
doenca grave e fatal. Os casos subclinicos podem resultar freqientemente, no
estado de portador renal crbénico, importante fator para a transmissdo da zoonose
(FAINE et al, 1999).

Entre os animais domeésticos, os suinos, bovinos e os cdes sdo mais afetados
que os equinos, caprinos e ovinos. Ndo ha especial predilecdo por sexo e faixa
etaria (FAINE, 1982; PEREIRA, 2005). J4 entre os animais silvestres os roedores e
0S marsupiais sao 0s principais reservatérios de leptospiras em ecossistemas nao
modificados. Do ponto de vista da saude publica, o principal reservatério de
leptospiras € o rato de esgoto (Rattus norvegicus) que alberga o microrganismo nos
rins, especialmente os componentes do sorogrupo Icterohaemorrhagiae (STERLING
& THIERMANN, 1982; FAINE, 1982).

Saliente-se que nos roedores sinantropicos a relacdo hospedeiro-parasita
revela uma condicdo de equilibrio, na qual os animais acometidos usualmente nao
exteriorizam  qualquer sinal da infeccdo (VASCONCELLOS, 1987,
VASCONCELLOS, 2004). Estes animais sao considerados portadores universais
(GONCALVES et al., 1981).

As chuvas fortes e consequentes enchentes séo fatores predisponentes que
podem originar epidemias em seres humanos (GONCALVES et al., 1981). Nestas
ocasides a leptospirose é transmitida por contato indireto com &gua, solo, vegetacao
e alimentos contaminados pela urina, de uma grande variedade de animais silvestres
e domesticos (TURNER, 1967; MYERS, 1985). A transmissdo humano a humano
ocorre muito raramente (BOLIN; KOELLNER, 1988).

Na espécie bovina a transmissdo da leptospirose pode ocorrer de forma
indireta pelo contato com agua e solos contaminados por urina, fetos abortados,

placenta, secrecdes uterinas e também por contagio direto principalmente pela forma
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venérea (AMATREDJO et al., 1975), transplacentaria e até pelo habito de lambedura
da genitalia, escroto, tetas e outras partes do corpo (CABRAL, 1999). A presenca de
leptospiras no sémen de touros natural ou experimentalmente infectados ja foi
demonstrada, tornando possivel a transmissdo da leptospirose bovina pela monta
natural ou inseminacéo artificial (SLEIGHT et al., 1964; SLEIGHT, 1965).

Os animais domésticos e silvestres na fase crénica da leptospirose eliminam
leptospiras pela urina (CORREA; CORREA, 1992). A excrecdo urinaria de
leptospiras € intermitente e pode ser de longa duracdo, na dependéncia dos
hospedeiros acometidos e do sorovar envolvido. Nos animais de producdo, as
leptospiras tém sido evidenciadas tanto na urina como no sémen e em corrimentos
vaginais o que confirma a colonizacdo dos oOrgdos da reproducdo e de suas
glandulas anexas (ELLIS, 1994). Os bovinos costumam ter leptospirdria usualmente
por 60 a 90 dias (CORREA; CORREA, 1992), contudo ha registros de periodos
superiores a um ano (THIERMANN, 1984).

Os diferentes sorovares de leptospiras podem apresentar uma ampla
diversidade de associacdes que influenciam a instalagdo e disseminacdo da
infeccdo, assim sdo considerados: tipo de exposicdo, reservatorios primarios e
secundarios, quadros clinicos e condicbes ambientais. H4 também interacdes
estabelecidas com o panorama ecoldgico da regido, que incluem precipitacdes
pluviométricas, temperaturas médias, umidade e pH do solo (ADLER; FAINE, 1978;
CHAPMAN et al., 1987; LEVETT, 2001).

Existe uma relacdo estreita entre determinados sorovares e algumas
espécies de animais consideradas como hospedeiros primarios de manutencdo. O
sorovar Copenhageni é freqientemente isolado de ratos, o Canicola, de céaes, o
Pomona de suinos, Grippotyphosa de animais silvestres e o Hardjo, de bovinos
(VASCONCELLOS, 2004).

O sorovar Hardjo tem sido considerado como o mais adaptado a espécie
bovina, podendo ocorrer infecgdo independente das estacdes chuvosas e sistemas
de criacdo (ELLIS, 1994). Apresenta dois tipos distintos, Hardjoprajtino e
Hardjobovis, que diferem tanto na distribuicdo geografica como na viruléncia. O
Hardjobovis ocorre com maior frequiéncia na Nova Zelandia, Austrédlia e Holanda
(FAINE et al., 1999). O Hardjoprajtino ocorre na Nigéria, india, Malasia, Brasil,
México e Estados Unidos (AGUIAR, 2004).



2.5 Patogenia

A patogenia da leptospirose inclui a penetracdo ativa dos microrganismos nas
mucosas e pele escarificada. A penetracdo da pele integra pode ocorrer em
condicbes especiais que favorecam a dilatacdo dos poros, como durante a
permanéncia por tempo prolongado em cole¢bes de aguas contaminadas (MYERS,
1985; CORREA; CORREA, 1992, VASCONCELLOS, 2004).

As leptospiras multiplicam-se ativamente no intersticio e nos humores
organicos (sangue, linfa e liquor), caracterizando um quadro agudo, septicémico
(leptospiremia). As lesbes primérias sdo atribuidas a acdo mecéanica do
microrganismo nas células endoteliais de revestimento vascular. As consequéncias
diretas da lesdo dos pequenos vasos sao as hemorragias, seguidas da formacéo de
trombos e do bloqueio do aporte sanguineo nas areas acometidas (FAINE, 1982;
VASCONCELLOS, 2004).

Os sinais clinicos apresentados pelos animais infectados séo variaveis de
acordo com a extenséo das lesfes e o tipo de 6rgdo acometido. Se 0s mecanismos
de defesa do hospedeiro suplantam as lesGes e consequentes alteracées funcionais,
0 segundo periodo clinico € atingido referido como de imunidade (presenca de
anticorpos circulantes) e de leptospiruria (presenca de leptospiras na urina). Nesta
etapa ocorre a colonizacdo dos tubulos renais, local privilegiado onde o agente fica
protegido da imunidade humoral (FAINE et al., 1999; VASCONCELLOS, 2004)

A partir da instalacdo do periodo de imunidade e leptospiruria, algumas lesées
poderdo ser estabelecidas, devido a persisténcia do microrganismo em locais
especificos, onde ocorrem reacdes de hipersensibilidade do tipo Ill, decorrentes da
deposicdo de imunocomplexos formados “in vivo”. E a partir deste mecanismo que
sdo explicadas a nefrite intersticial crébnica e a uveite (TURNER, 1967,
VASCONCELLOS, 2004).

Os sinais clinicos da leptospirose bovina vao de quadros inaparentes a
formas agudas, febris e severas. A manifestacdo clinica ndo € especifica ou
patognomoénica e ndo ha diferencas entre os sinais causados pelos diferentes
sorovares (FAINE, 1994).
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Nos bovinos, em casos mais graves, tém sido observados: temperatura de 40
a 41 graus Celsius por trés a sete dias, acompanhada de anorexia, depressao,
discreta diarréia e as vezes hemoglobinuria, paresia ou paralisia do ramen. Mais
tarde podem ocorrer abortamentos. Nos bezerros ha letargia, febre, anorexia e
discreta anemia e alguns animais podem apresentar rigidez dos membros
posteriores. A ictericia € um sinal muito raro (CORREA; CORREA, 1992).

Em alguns casos de infecgédo de bovinos jovens pelo sorovar Pomona pode
ocorrer a morte e o animal revela ligeira ictericia, acentuado acumulo de liquido
avermelhado e serogelatinoso em diversas regides corporais, replecdo da bexiga
urinaria com urina de cor cereja. Na necropsia dos fetos € encontrada grande
guantidade de liquido avermelhado nas cavidades toracica e abdominal, edema
subcutdneo e manchas brancas nos rins. Os envoltérios fetais aparecem
edematosos. Os cotilédones estdo alterados, com coloracdo castanho-clara ou
amarela (RIET-CORREA; LEMOS, 2001).

Na leptospirose bovina o abortamento pode ocorrer predominantemente no
terceiro trimestre de gestacdo e tem uma caracteristica epizodtica, com
desenvolvimento de imunidade para o sorovar envolvido. Entretanto podem ocorrer
novos surtos com outros sorovares (RICHTZENHAIN et al., 2002).

A inoculagdo experimental de bovinos com o sorovar Hardjo confirmou de
maneira insofismavel a acdo do microrganismo na etiologia do abortamento,
mumificacao fetal, natimortalidade e nascimento de bezerros fracos prematuros ou a
termo que vem a Obito logo apds o nascimento (ELLIS et al., 1986).

A interferéncia na reproducdo é consequéncia da persisténcia do agente no
trato genital (GUIMARAES et al., 1982; ELLIS et al., 1985; PEREIRA et al., 2004),
em touros a infec¢éo pode ocasionar infertilidade (GUIMARAES et al., 1982).

A ocorréncia de mastite associada a leptospirose foi relatada por Sullivan
(1970) e Higgins et al. (1980). Nos casos observados as vacas apresentavam o
Ubere flacido, sem os sinais de reacao inflamatéria e o leite amarelado com estrias
de sangue, ocasionando elevada reducéo na producéao lactea (ELLIS et al, 1986).

Algumas vacas infectadas por leptospiras, principalmente pelo sorovar Hardjo,
apresentam leite espesso, amarelado, as vezes com sangue. A seguir ocorre a
diminuicdo em 80% ou mais do volume de leite produzido. O retorno da producao ao
normal pode levar de dez a 15 dias (CORREA, CORREA, 1992).
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Existem fatores que modificam a apresentacéo clinica da doenca tais como o
estado de imunidade do rebanho, a idade em que os animais foram infectados, o

estagio de gestacao, o tipo de manejo e a aptidao (FAINE, 1994).

2.6 Diagnéstico

O diagnéstico da leptospirose animal tem como base a associacdo de
aspectos clinicos, epidemiologicos e provas laboratoriais. Dentre as provas
laboratoriais existem o0s métodos diretos, que demonstram a presenca do
microorganismo ou do seu DNA e os métodos indiretos, que demonstra a presenca

de anticorpos induzidos pelo agente etiolégico.

2.6.1 Métodos diretos

As provas laboratoriais diretas incluem: microscopia de campo escuro, cultura,
inoculacdo em animais de laboratério, histopatologia, visualizagdo em campo claro
com corantes especiais, imunohistoquimica e imunofluorescéncia direta (FAINE,
1982), bem como as técnicas moleculares que revelam a presenca do DNA das
leptospiras (BOLIN, 1996; FAINE et al., 1999; LEVETT, 2004).

Os animais de laboratério sdo de muita utilidade para o isolamento de
leptospiras, inclusive como meio de manutencdo de estirpes que ndao se adaptam
aos meios de cultura. Sdo usados cobaias ou hamsters, recém desmamados;
inoculados pela via intraperitoneal com sangue, triturados de 6rgaos ou urina. Nas
cobaias € efetuado o controle da temperatura retal, com colheita de sangue por
puncédo cardiaca quando a temperatura é igual ou superior a 40° C (CACCHIONE,
1962; SANTA ROSA, 1970).

A microscopia de campo escuro pode detectar o microrganismo nos tecidos
ou humores organicos, os resultados obtidos dependem da fase de evolugédo da
infeccdo: sangue e liquido cefalorraquidiano, na fase aguda (leptospiremia), urina na

fase cronica (leptospirGria). E um método rapido, porém apresenta baixa
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sensibilidade e especificidade, pois a presenca de artefatos nos fluidos corporais
podem dificultar a visualizacdo das leptospiras (BOLIN, 1996; BOLIN; ALT, 1999).

As técnicas de impregnacdo pela prata sdo utilizadas rotineiramente para a
identificacdo de alguns tipos de espiroquetas; entretanto alguns inconvenientes
como problemas de estabilidade dos reagentes, custo elevado, falha em identificar
microorganismos ou seus produtos antigénicos, coloracdo de estruturas nao
identificadas como leptospiras, podem limitar a sua utlizagdo (ALVES, 1987,
SCANZIANI, 1989).

Outras técnicas tém sido desenvolvidas para a deteccao de leptospiras nos
tecidos tais como a imunofluorescéncia direta e a imunohistoquimica, porém estéo
restritas a estudos experimentais com pouca aplicacdo no diagndéstico de casos
clinicos (LEVETT, 2001).

As técnicas baseadas na utilizacdo do DNA introduzidas no final da década
de 80 apresentam rapidez, praticidade e alta sensibilidade analitica (200 a 2000
bactérias/ml), porém sao género especificas, ndo diferenciam sorovares patogénicos
de né&o-patogénicos e nao permitem a identificagdo dos sorovares de leptospiras
causadores da infeccdo, o que € de grande importancia epidemioldgica e profilatica
(HEINEMANN et al., 1999; HEINEMANN et al., 2000; RICHTZENHAIN et al. 2002;
ADLER; PENA MOCTEZUMA, 2009).

As leptospiras sao cultivadas em meios especiais, de preferéncia contendo
soro de coelho. Um dos meios sintéticos mais utilizados para o seu isolamento e
manutencdo por um periodo de pelo menos trés meses é 0 meio semi-solido, de
Fletcher. Os cultivos sdo incubados a temperatura de 28° C a 30° C, durante pelo
menos seis semanas. As observagcbes sdo semanais para a constatacdo do
crescimento caracterizado por um discreto anel de opalescéncia sub-superficial
(TURNER, 1970; LEVETT, 2001)

O meio liquido de Ellinghausen e McCullough modificado por Jhonson e
Harris (EMJH) enriquecido com albumina bovina e acidos graxos presta-se bem para
o isolamento primario e também € muito utilizado para a manutencédo dos antigenos
empregados na prova de soroaglutinagdo microscopica (ELLINGHAUSEN;
McCULLOUGH, 1965).

Os meios de cultivo para as leptospiras tornam-se seletivos pela adicdo de

varios antimicrobianos, sendo o mais comum: o 5-fluorouracil e o sulfato de
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neomicina, embora a polimixina B, a rifampicina e a vancomicina também possam
ser utilizados (FAINE et al., 1999).

Entre os varios métodos de diagnostico laboratorial da leptospirose, o
isolamento bacteriano é o Unico que permite a identificacdo definitiva do sorovar
infectante, informacdo necessaria para a conducdo de estudos epidemioldgicos e
orientacdo das estratégias profilaticas (SANTA ROSA, 1970; VASCONCELLOS,
1987; BOLIN; ALT, 1999; FAINE et al.,, 1999; LEVETT, 2007). O isolamento de
leptospiras pode ser efetuado “in vivo” em fluidos corporais e “post-mortem” em
materiais como figado, rins, cérebro. Em fetos abortados os materiais de escolha

sao o0s 6rgaos e o conteudo estomacal (FAINE, 1982).

2.6.2 Métodos indiretos

Dentre os métodos laboratoriais indiretos que demonstram a presenca de
anticorpos tém sido empregadas: provas de soroaglutinacdo (macroscopica,
microscopica, aglutinacdo em latex, hemaglutinacédo), fixacdo de complemento,
imunofluorescéncia indireta e ELISA (TURNER, 1968; FAINE, 1982; BRASIL, 1995;
SAENGJARUK et al.,, 2002). Cada um destes procedimentos tem as suas
particularidades em termos de mecanismo das reacdes e classes de
imunoglobulinas envolvidas.

As leptospiras induzem uma rapida producao de anticorpos, principalmente do
tipo IgM. As imunoglobulinas das classes IgA e IgG apresentam aumento mais
discreto em fase evolutiva posterior. As reacdes de soroaglutinacdo podem ser
microscopicas ou macroscopicas. Para cada reacdo de soroaglutinacao
microscépica, devem ser utilizados como antigenos os diversos sorovares de
leptospiras. Por essa razao tais exames nao sao realizados rotineiramente por
qualquer laboratorio, ficando restritos aos mais especializados (BRASIL, 1995,
RAMADASS et al., 1999).

O teste de soroaglutinacdo microscopica com antigenos vivos aplicado ao
diagnostico da leptospirose (SAM) é o procedimento aceito como padrdo-ouro de

referéncia internacional (BRASIL, 2005). Esta técnica foi desenvolvida em 1918 por
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Martin; Petit (PEROLAT, 2003) e aprimorada por Galton et al. (1965) e Cole et al.
(1973).

Na SAM, os anticorpos presentes no sSoro reagem com 0S epitopos dos
lipopolissacarideos (LPS), presentes na superficie das leptospiras (FAINE , 1994;
LEVETT, 2001).

Os antigenos empregados na SAM sdo culturas de estirpes padrao de
leptospiras, mantidas por repiques semanais em meio liquido: Stuart, Ellinghausen
ou similares. S6 devem ser usados como antigenos culturas de quatro a 14 dias de
cultivo, que ndo apresentem contaminantes ou auto-aglutinacdo (BRASIL, 1995). A
colecdo de antigenos empregada na prova de soroaglutinacdo microscopica deve
incluir representantes dos sorogrupos de todos 0s sorovares existentes no pais ou
na regido para a espécie em questao. Contudo, a maioria das estirpes de referéncia
pode ter sido isolada em regibes com condicOes bidticas e abidticas distintas da
localidade onde o diagnostico é efetuado (SEYFFERT et al., 2004).

Quando estirpes isoladas locais sdo introduzidas na cole¢édo de antigenos da
SAM, os titulos usualmente sdo mais elevados que os obtidos com as estirpes de
referéncia e em algumas ocasides sdo detectados animais reagentes que teriam
sido negativos com a colecdo de referéncia (LEVETT, 2001; SAENGJARUK et al.,
2002, BROD et al., 2005).

Em testes sorologicos aplicados ao diagnostico da leptospirose podem
ocorrer co-aglutinacdes, isto é, reacdes contra mais de um sorovar, pertencente ao
mesmo sorogrupo ou inclusive de sorogrupos distintos. Na interpretacdo de tais
resultados o sorovar infectante, mais provavel, € o que determina o titulo mais alto e
persistente. ReacBes paradoxais também podem ser observadas quando,
eventualmente titulos mais elevados s&do obtidos com um sorovar distinto do
infectante (TURNER, 1968, VASCONCELLOS, 2004).

No exame de individuos o diagndéstico soroldgico da leptospirose pode ser
firmado com seguranca quando o titulo de aglutininas aumenta quatro vezes em
relacdo ao valor inicial. Na sorologia pareada o intervalo entre amostras deve situar-
se entre dez a 15 dias. Brod (2002) observou a quadruplicacdo de titulo na segunda
amostra de soro, somente em 3,3% de 200 pacientes humanos. E importante
ressaltar que os antibiéticos podem impedir, ou retardar, o aparecimento de

anticorpos, o que pode dificultar bastante a confirmacédo diagndstica. No caso de



infeccdo natural titulos de anticorpos baixos podem persistir por longo tempo,
provavelmente por toda a vida.

A técnica de SAM pode ser empregada para vigilancia epidemiolégica da
leptospirose com o0 monitoramento da distribuicdo espacial dos sorovares de
leptospiras presentes em diferentes regides (MASCOLLI et al., 2002).

Os resultados de testes soroldgicos aplicados ao diagnostico da leptospirose
dependem da técnica empregada, da colecdo de antigenos utilizada, do ponto de
corte da reacdo e também de variaveis relacionadas a localizacdo das propriedades,
periodo do ano em que as colheitas foram efetuadas e da movimentacdo dos
animais (FAINE, 1982).

Dentre os pontos criticos apontados para o teste SAM aplicado ao diagnéstico
da leptospirose séo referidos: impossibilidade de diferenciar titulos de infeccdo dos
decorrentes de vacinacdo, limitada capacidade para a identificacdo de portadores
cronicos, volume de trabalho para a sua execucéo, risco em potencial para o pessoal
de laboratério (BIANCIFIORI; CARDARAS 1983; YASUDA et al., 1991; BONFIM et
al., 2005), e a deteccdo de anticorpos apenas ap0s cinco a sete dias da exposicao
(PALANIAPPAN et al., 2007).

Na interpretacdo dos resultados da SAM a possivel interferéncia de
anticorpos pos-vacinais deve ser considerada, pois a resposta de anticorpos
aglutinantes pos-vacinais em bovinos persiste por um a trés meses e eventualmente
por até seis meses. Neste caso ha a necessidade da andlise da relacdo entre os
sorovares reatores e os incluidos na vacina empregada (BOLIN, 1996).

A execucdo regular da SAM aplicada ao diagnostico de leptospirose implica
na manutencao e producao sistematica de uma cole¢cdo de estirpes de leptospiras
(CARDARAS; BIANCIFIORI, 1983), o que exige um bom laboratério e pessoal
treinado (RAMADASS et al., 1999), por isso a padronizacdo desse teste é dificil e

podem ocorrer resultados discordantes entre laboratérios (THIERMANN, 1984).
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2.7 Tipificagao de estirpes isoladas

A identificacdo de uma estirpe de leptospira isolada é efetuada originalmente,
pelo teste de aglutinacdo cruzada de aglutininas com anti-soros policlonais
preparados em coelhos o que permite a identificacdo do sorogrupo (WHO, 2003). A
seguir é efetuado o teste de absorcdo de aglutininas. Para tal fim, ha a necessidade
de culturas-padrédo, culturas em exame (estirpes isoladas) e seus respectivos anti-
soros. No teste de absorcdo de aglutininas, o antisoro produzido com a estirpe
isolada € absorvido com os membros do sorogrupo identificado, se ainda persistir
pelo menos 10% do titulo aglutinante a amostra isolada € caracterizada como um
novo sorovar (SANTA ROSA, 1970; MYERS, 1985; INTERNATIONAL COMMITTEE
ON SYSTEMATIC BACTERIOLOGY, 1987). Contudo esta metodologia € muito
trabalhosa e pouca pratica, consome tempo e requer a manutencao das cole¢cdes de
mais de 270 estirpes de referéncia e seus respectivos anti-soros. Estes testes tém
sido substituidos pelo emprego de conjuntos de anticorpos monoclonais e pelos
procedimentos moleculares, como eletroforese de campo pulsado, “pulsed field gel-
electrophoresis” (PFGE) e mais recentemente, “Variable Number of Tandem
Repeats (VNTR)”, Multi Locus VNTR Analysis (MLVA) e Multilocus Sequence Typing
(MLST), contudo estas provas ainda ndo permitem a identificacdo de todos os
sorovares de leptospiras conhecidos (ROMERO et al., 2009).

A tipificacdo com anticorpos monoclonais (MAbs) é uma tipificacdo
convencional, baseada no reconhecimento das caracteristicas antigénicas da estirpe
isolada por um painel de anticorpos monoclonais de sorovares de referéncia
(TERPSTRA et al., 1985; SEHGAL et al., 2000). Apesar de ser uma técnica ainda
cara, 0 seu uso é justificado uma vez que os hibridomas que secretam os MADs,
possuem muitas vantagens em relagdo aos animais usados para a obtencdo de
anticorpos policlonais. Por outro lado, hd a necessidade da aquisicao de anticorpos
monoclonais especificos contra o lipopolissacarideo (LPS) dos diferentes sorovares
existentes (CAMPBELL, 1991; WHO, 2003). Apesar desta técnica ser rapida, ela nédo
identifica todos os sorovares (LEVETT, 2004). Esta metodologia tem sido efetuada
pelo laboratério de referéncia credenciado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), o Royal Tropical Institute em Amsterdam, Holanda (WHO, 2003).
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As técnicas de biologia molecular, como eletroforese de campo pulsado
(PFGE), a andlise de microsatélites, como Variable Number of Tandem Repeats
(VNTR), o Multi Locus VNTR Analysis (MLVA) e o sequenciamento génico por
Multilocus Sequence Typing (MLST) s@o promissoras. Estes métodos apresentam
como desvantagens a necessidade de grande quantidade de DNA altamente puro
(PFGE), dificuldade de intercambialidade dos dados entre laboratérios (PFGE),
limitacdo de aplicagcdo a poucas espécies (VNTR ou MLVA) ou pouco polimorfismo e
baixo poder discriminatorio (MLST) (ROMERO et al., 2009).

Rotineiramente, a técnica de PFGE, pode ser aplicada para a determinacao
do tamanho de um genoma (LEVETT, 2001) e também é capaz de discriminar
sorovares de leptospiras (HERRMANN et al., 1991; HERRMANN et al., 1992), com
boa concordancia com a sorotipagem (HERRMANN et al., 1992). Entre as limitacbes
deste procedimento é referida: a incapacidade de diferenciacdo de alguns sorovares
como Icterohaemorrhagiae e Copenhageni da L. interrogans, e o Arbdrea e
Castellonis, da L. borgpertersenii. Contudo 90% das estirpes isoladas podem ser
identificadas por um dnico perfil de PFGE (LEVETT, 2001; CERQUEIRA;
PICARDEAU, 2009). Esta técnica € laboriosa exige a manutencao de culturas vivas,
com o risco de infeccdo do pessoal de laboratério (LINDSTEDT, 2005), emprega
grandes volumes de cultivo e é considerada como padrdo ouro entre 0S ensaios
moleculares para identificagcdo de sorovares (MIRAGLIA et al., 2008). Galloway e
Levett (2008) tém procurado aprimorar este prodecimento de modo a oferecer uma
técnica com maior praticidade

Uma técnica mais simples, baseada em ensaios por PCR, é a analise de
microsatélites ou Variable Number of Tandem Repeats (VNTR). Este método é
capaz de discrimar os sorovares de L. interrogans e L. kirschneri. Entretanto,
apresenta limitacBes para ser expandida para cole¢des de sorovares pertencentes a
outras espécies. Inicialmente sete locus (VNTR-4, VNTR-7, VNTR-9, VNTR-10,
VNTR-11, VNTR-19 E VNTR-23) foram caracterizados pela presenca de repeticdes,
com base na sequéncia do genoma de L. interrogans sorovar Lai estirpe 56601
(MAJED et al., 2005). Mais recentemente, foram caracterizadas novas regides
repetidas (VNTR-32; VNTR-33 e VNTR-42) com base no genoma da L.
borgpetersenii sorovar Hardjo estirpes L550 e JB197 (SALAUN et al.,, 2006). A
variabilidade do numero de repeticbes em cada um destes marcadores determina o

sorovar (MAJED et al., 2005). Jouglard (2005) empregou esta técnica com seis l6cus
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VNTR-4, VNTR-7, VNTR-9; VNTR-10; VNTR-13; VNTR-19 em estirpes isoladas de
animais no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, conseguindo tipificar sete de dez

isolados.

A técnica Multlocus sequence typing (MLST), que emprega, O
sequenciamento parcial de genes de manutencdo celular (AHMED et al., 2006;
THAIPADUNGPANIT et al.,, 2007,), tem sido aplicada para a diferenciacdo das
espécies de leptospira e na discriminagdo parcial dos sorovares de L. interrogans e
L. kirschneri. Pela técnica de MLST, o polimorfismo contido nas sequéncias dos
genes-alvo € usado para a identificacdo de isolados associados a surtos e
epidemias. A MLST é uma técnica molecular que ndo requer grandes quantidades
de DNA, nem necessita de alto grau de pureza. Em funcdo da simplicidade,
confiabilidade, facilidade de interpretacdo dos dados gerados e baixo custo, este
método pode ser aplicado como rotina em laboratorios de referéncia.
(THAIPADUNGPANIT et al., 2007; ADLER; PENA MOCTEZUMA, 2009; AHMED et
al., 2009; CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009,).

A dificuldade existente para a tipificacdo de sorovares de leptospiras por
métodos moleculares € que até o presente s6 foram seqienciados seis genomas
completos, dois da L. interrogans (Lai e Copenhageni), dois da L. borgpetersenii
sorovar Hardjo e duas estirpes de L. biflexa sorovar Patoc (ADLER; PENA
MOCTEZUMA, 2009).

2.8 Inquéritos sorologicos de leptospirose bovina no Brasil

No Brasil, os primeiros inquéritos soroepidemiologicos de leptospirose bovina
foram efetuados em Sao Paulo por Guida et al. (1959) e Santa Rosa et al. (1961). A
frequéncia de bovinos reatores foi respectivamente de 3,93% e 28,3%, com
predominio das variantes sorolégicas Pomona, Grippotyphosa, Canicola e
Icterohaemorrhagiae.

Nos anos 70 a 80, os inquéritos soroldgicos da leptospirose bovina efetuados
em diversos estados, bem como isoladamente no Rio de Janeiro, Bahia e Rio

Grande do Sul encontraram percentuais de reatores variando de 15,5% a 74,5%,
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com o predominio do sorovar Wolffi (SANTA ROSA et al.,, 1969/1970; DORIA;
SANTANA, 1976; CALDAS et al., 1977; AVILA et al., 1978; GIORGI et al., 1981;
DORIA et al., 1982; VIEGAS et al., 1986), neste periodo o sorovar Hardjo ainda nao
havia sido incluido nas cole¢Bes de antigenos empregadas (LILENBAUM; SANTOS,
1995).

Moreira et al. (1979), em inquérito realizado em bovinos do Estado de Minas
Gerais incluiram pela primeira vez o sorovar Hardjo na cole¢cdo de antigenos de
diagnostico encontrando 11,11% de reatores para este sorovar. Nesta investigacao
a proporcéo de reatores para os sorovares Wolffi e Pomona, ainda foram superiores
as obtidas com o Hardjo. A partir de entdo, o sorovar Hardjo comecou a ser
crescente nas reagdes sorologicas de bovinos, no Brasil (MADRUGA et al., 1980).

A partir dos anos 90, as frequéncias de bovinos reatores para leptospirose
passaram a ser elevadas. No estado do Rio Grande do Sul, em bovinos de racas
leiteiras, de rebanhos com problemas reprodutivos, o percentual de reatores para
leptospirose foi 70,42%, enquanto que em rebanhos com auséncia de problemas
reprodutivos os percentuais de reatores foram 12,14%; os sorovares predominantes
foram Hardjo, Wolffi e Pomona, (BROD et al., 1995). No estado da Bahia, as
propor¢cdes de animais reatores para leptospirose foram da ordem de 80%, com
predominio dos sorovares Wolffi, Castellonis, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis e
Tarassovi (CALDAS et al., 1993;1995/1996).

Nos inquéritos subsequentes, o sorovar Hardjo passou a ser o predominante,
no Rio de Janeiro, 30,68% (LILENBAUN; SANTOS, 1996), em varios estados do
Brasil 76,78% (VASCONCELLOS et al., 1997), no pantanal Mato-Grossense 60%
(PELLEGRIN et al., 1999) e no estado do Para 20,1% (NEGRAO, 1999).

Na década dos anos 2000, os inquéritos sorologicos realizados em bovinos
tém encontrado proporcdes de reatores similares para os sorovares Wolffi e Hardjo.
No estado de S&o Paulo e Parana, os valores obtidos foram proximos a 70%
(LANGONI, 2000). No estado de S&o Paulo, nos municipios de Altindpolis e Santo
Antonio da Alegria foram encontrados valores da ordem de 40% (BENEDICTO,
2003). No estado do Rio Grande do Norte, municipio de Mossor6, 50% (BARRETO
JUNIOR et al., 2005).

Nos ultimos inquéritos soroldgicos efetuados, o sorovar Hardjo persistiu como
predominante, com uma freqiiéncia de animais reatores variando de 15% a 100%

em varios estados brasileiros (FAVERO et al., 2001), ou isoladamente nos Estados
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de Amazonas (HOMEM et al., 2001), Sdo Paulo, ( PEREIRA et al., 2004; MARTINS,
2005; CASTRO et al., 2008; LANGONI et al., 2006), Minas Gerais (ARAUJO et al.,
2005), Mato Grosso (TOCANTINS, 2007), Piaui (MINEIRO et al., 2007), Bahia
(OLIVEIRA, 2008) e Mato Grosso do Sul (FIGUEIREDO et al., 2009).

29 Emprego de estirpes de leptospiras isoladas localmente na colecao de

antigenos da reagcao de SAM

Faine et al. (1999) sugeriram que o0 emprego de estirpes locais
antigenicamente identificadas poderia ampliar o poder discriminador do teste de
SAM aplicada ao diagnostico da leptospirose.

Pellegrin et al. (1999) examinaram 756 bovinos do Pantanal Mato-Grossense
dos quais 287 (38,8%) foram reatores para leptospirose. Foram utilizadas 17
sorovariedades de leptospiras, das quais duas isoladas no Brasil por Moreira (1994),
uma estirpe do sorovar Hardjo (Hardjoprajitno) denominada de Norma e outra estirpe
do sorogrupo Mini chamada Neguita provavelmente do sorovar Georgia, ambas
isoladas na fazenda Cantagalo, no estado de Minas Gerais, municipio de Pitangui.
Houve 62 (21,28%) animais reatores para o antigeno de referéncia Hardjo, 68
(23,13%) para o Wolffi de referéncia e 175 (59,52%) para estirpe autdctone Hardjo,
Norma. Portanto, 107 bovinos (37,28 %) caracterizados como negativos com as
estirpes de referéncia passaram a ser positivos com o emprego da estirpe autéctone.

Gangadhar et al. (2000) na india, apds ter isolado 296 espiroquetas de 1348
culturas de rins de quatro espécies de roedores, recomendou a inclusédo de L. inadai,
espécie identificada em maior nimero, na colecdo de antigenos de leptospiras
empregada em estudos soroepidemiolégicos.

Fontanals et al. (2001) na Argentina, verificaram pela técnica de
“imunoblotting” que as estirpes do sorovar Pomona isoladas de bovinos
naturalmente infectados eram distintas da estirpe de referéncia. Levantaram a
hipétese de que tais diferencas pudessem influenciar o poder discriminador do teste
diagnéstico.

Brod et al. (2002) empregando uma estirpe isolada da urina de um cdo em
Pelotas, Rio Grande do Sul (RS) denominada Tande e tipificada pela PCR por

sequenciamento do gene 16S rDNA, como L. interrogans e por VNTR como sorovar
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Canicola (SILVA, 2004; JOUGLARD, 2005) constataram que média e mediana dos
titulos obtidos com o isolado local foram mais elevados que 0s respectivos valores
encontrados com a estirpe de referéncia. No inquérito sorolégico canino, a
importancia do isolado foi mais evidente, pois a prevaléncia de 52,4% com a cole¢ao
de antigenos de referéncia, subiu para 71,4% quando foi incluido o isolado (BROD
et al., 2005).

Herrmann et al. (2002) incluindo a estirpe regional Hardjo (Hardjoprajtino)
Norma, na colecdo de antigenos da SAM, aplicada ao diagnostico de leptospirose
em rebanhos de ovinos do RS, constatou que dos 233 ovinos classificados como
reatores, 110 (8,09%) reagiram apenas para a estirpe isolada, 23 (1,69%) para a
estirpe de referéncia Hardjo (Hardjoprajtino) e 100 (7,35%) para as duas variantes
concomitantemente. Houve, portanto um acréscimo de 87 ovinos positivos com a
estirpe Norma. Destacaram ainda que pesquisas com isolados locais sao
necessarias, pois estirpes mantidas indefinidamente em meios de cultura podem
passar a apresentar caracteristicas antigénicas distintas das que ocorrem no campo.

Seyffert et al. (2004) examinaram 314 seres humanos suspeitos de
leptospirose comparando os resultados obtidos pela colecdo de 18 sorovares
patogénicos e um sapréfita de referéncia com os encontrados com 44 sorovares
patogénicos, trés saproéfitas, um leptonema de referéncia e dez estirpes isoladas
locais, tipificadas por sequenciamento do gene 16S rDNA e por VNTR (SILVA, 2004;
JOUGLARD, 2005). Com a colecéo de rotina constituida por 18 sorovares houve 47
(14,97%) reagentes, com a colecdo ampliada de 58 sorovares (48 de referéncia e 10
estirpes isoladas locais), houve 251 (79,93%) reatores. Houve, portanto um aumento
na proporgdo de reatores de 64,96% com a colegdo ampliada. Apenas com as
isoladas locais o acréscimo de reatores foi de 14 individuos, 36,31%.

Marchiori* (2003 apud SILVA 2004, p.26 e 27) empregou o teste da SAM
aplicado ao diagnéstico de leptospirose em 99 equinos de oito municipios do RS,
utilizando o isolado denominado Isoton E1, tipificado por seqiienciamento do gene
16S rDNA, como L. interrogans (SILVA, 2004) e por VNTR, como sorovar Djasiman
(JOUGLARD, 2005). A prevaléncia obtida foi de 68,7%, a auséncia da estirpe local

! MARCHIORI, M. O.; SILVA, E. F.; CARDOSO, M. C.; OLIVEIRA, L. C.; SILVEIRA, L.; BOURSCHEIDT,
D.; RECUERO, A. L. C.; BROD, C. S. Preval éncia de anticorpos anti-leptospira em equinos demonstra
suscetibilidade dos animais analisados. In: Congresso de iniciacdo cientifica, 7; Encontro da P6s-Graduacéo,
Pelotas, Universidade Federal de Pelotas, n. 157, 2003.
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diminuiria a prevaléncia para 64,6%, pois quatro animais seriam classificados como
negativos.

No relatdrio do Centro de Controle de Zoonoses da Universidade Federal de
Pelotas /CCZ/UFPel* (2003 apud SILVA, 2004, p.29.) foi constatado que a inclus&o
de estirpe isolada local, denominada Kito E3, tipificada por seqiienciamento do gene
16S rDNA, como L. interrogans (SILVA, 2004) e por VNTR como sorovar Canicola
(JOUGLARD, 2005) o exame de 252 cées apresentou 53,7% de reatores, com
titulos de 100 a 25.800. A auséncia do isolado na colecdo, determinou um
decréscimo de 37,4% para 30%, com 70 animais caracterizados como falso-
negativos.

Silva et al. (2004) utlizando o isolado Caco EDI1, tipificado pelo
sequenciamento do gene 16S rDNA como L. noguchi sorovar Orleans ou sorovar
Nicaragua, na colecdo de SAM aplicada ao diagnostico da leptospirose em ovinos,
obtiveram o aumento de 20,5% para 25%, com dois animais falso-negativos que s6
reagiram com o isolado local, inclusive o ovino do qual a estirpe foi isolada.

Pereira et al. (2004) examinaram 252 bovinos de 33 rebanhos do Estado de
Minas Gerais, utilizando como antigeno a estirpe Norma do sorovar Hardjo (
Hardjoprajtino) isolada por Moreira (1994). Foram identificados 252 (36,57%)
bovinos reatores para leptospirose, dos quais 237(34,39%) para estirpe Norma, 205
(29,75%) para Hardjo (Hardjobovis) de referéncia, 125 (18,28%) para Hardjo
(Hardjoprajitno) de referéncia e 59 (8,63%) para o sorovar Wolffi de referéncia. A
elevacdo da proporcdo de reatores com a introducdo da estirpe Norma foi de 32
(12,7 %).

Aratjo et al. (2005), no Estado de Minas Gerais, no periodo de 1980 a 2002
empregaram a SAM aplica ao diagndstico da leptospirose em rebanhos de bovinos.
O isolado local estirpe Norma do sorovar Hardjo (Hardjopraijtino), foi introduzido na
colecdo de antigenos. As proporgBes de bovinos reatores para a estirpe Norma
(23,7%) foram superiores as obtidas com a estirpe de referéncia Hardjo (
Hardjoprajtino) (19,7%).

Oliveira (2005) comparou os resultados do teste de SAM efetuado com 22
estirpes de referéncia com os encontrados com o emprego de uma estirpe isolada

da urina de cdo em Londrina, Parana, denominada Londrina 1 (LO1) tipificada por

! Centro de Controle de Zoonoses. Relatdrio de atividades do CCZ/Universidade Federal de Pelotas, ano de
2003, 151p., 2004
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PFGE e VNTR como L. interrogans sorovar Canicola. Foram examinados 343 caes,
sem vacinacao, com suspeita de leptospirose. A incluséo da estirpe LO1 possibilitou
a obtencdo de resultados positivos em 5,88 % de animais considerados negativos
com as estirpes de referéncia. Nos animais reagentes para mais do que um antigeno
os titulos obtidos com a estirpe autéctone foram mais elevados.

Tocantins (2005) examinou 2.123 bovinos de 29 propriedades, do Estado de
Mato Grosso, municipio de Céaceres. Encontrou 1.127 (57,93%) animais foram
reatores para pelo menos uma sorovariedade de leptospira. Foram utilizadas 17
sorovariedades, incluindo a estirpe Norma. Houve 348 (30,85%) Hardjo
(Hardjobovis), 337 (29,90%) de reatores Hardjoprajtino (Norma) e 212 (18,81%)
Hardjoprajtino (OMS). Acréscimo de 125 animais reatores (11%) caracterizados
como negativos com a estirpe de referéncia Hardjo (Hardjoprajitno) passaram a ser
positivos com o emprego da estirpe autoctone.

Dias et al. (2007) empregaram o teste da SAM aplicada ao diagndstico da
leptospirose em rebanhos de bovinos no Estado do Rio Grande do Sul. Os exames
foram efetuados no periodo de janeiro a dezembro de 2006. De 382 bovinos
examinados com duas estirpes isoladas locais, tipificadas por sequenciamento do
gene 16S rDNA e por VNTR, como L. interrogans sorovar Canicola estirpe Tande
(JOUGLARD, 2005) e a outra tipificada por sequenciamento do gene 16S rDNA
como espécie L. noguchi estirpe Caco ED1 (SILVA, 2004, 2007), 147 (38,48%)
foram reatores. Os sorovares prevalentes foram Hardjo (Hardjopratitno) (31,97%),
Leptonema lllini (23,80%), sorovares Wolffi e Butembo cada um com 4,08%. Houve
0 acréscimo de dez bovinos (6,8%) caracterizados como reatores apenas com as
estirpes isoladas locais.

Silva et al. (2009) efetuaram o teste da SAM em 22 capivaras abatidas em um
frigorifico do municipio de Nova Bassano, no Rio Grande do Sul, Brasil utilizaram
como antigenos 50 sorovares de leptospiras, um sorovar de Leptonema e trés
estirpes de leptospiras, isolados locais. Houve seis animais reatores, as reagdes
predominantes foram para os antigenos do sorogrupo Australis incluindo uma estirpe

local isolada de cdo denominada estirpe Hook, da espécie Leptospira hoguchii.
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3 OBJETIVOS

Considerando a importancia da leptospirose bovina e a necessidade do
aprimoramento dos recursos diagndésticos atualmente disponiveis, os objetivos do

presente trabalho foram.

3.1 Objetivo geral

Comparar o resultado obtido na SAM aplicada ao diagnéstico da leptospirose
em bovinos, efetuada com a colecao de antigenos de referéncia e com a colecéo de
antigenos de referéncia acrescentada de antigenos constituidos por estirpes de
leptospiras autéctones isoladas no Brasil de animais domésticos, silvestres e

sinantrépicos.

3.2 Objetivos especificos

1) Comparar as proporcdes de bovinos de oito estados do Brasil identificados
como reatores para a leptospirose pela SAM empregando a colecao de
antigenos de referéncia e acrescidos de dez estirpes autdctones.

2) Comparar as proporcoes de rebanhos bovinos em oito estados do Brasil, com
pelo menos um animal reator para a leptospirose, empregando a colecao de
antigenos de referéncia e acrescidos de dez estirpes autoctones.

3) Verificar os sorovares de leptospira mais provaveis em rebanhos bovinos de
oito Estados do Brasil, empregando a colecdo de antigenos de referéncia e

acrescidos de dez estirpes autoctones.
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4 MATERIAL E METODOS

A relacdo de materiais utilizados, critérios para amostragem, procedimentos e
técnicas laboratoriais; descricdo das estirpes de leptospiras isoladas (historico e

tipificacdo) e tratamento estatistico sdo relacionados a seguir.

4.1 Banco de Soros

O presente trabalho utilizou o banco de soros de bovinos do Laboratério de
Zoonoses Bacterianas (LZB), do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Saude Animal (VPS), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de S&o Paulo (USP), representado por 9820 bovinos de 109
propriedades distribuidas por oito estados brasileiros: Goiads, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sao
Paulo. Os soros foram colhidos no periodo de marco de 2004 a maio de 2005.

Nos Apéndice A a H estdo apresentadas as informacdes relativas aos

municipios por estado em que foram colhidas amostras de sangue dos animais.

4.2 Critérios utilizados para escolha das propriedades, quantidade de

propriedades e nimero de animais por propriedade.

As 109 propriedades trabalhadas foram escolhidas por conveniéncia em
estados brasileiros onde a atividade pecuaria é expressiva, foram examinadas 20
propriedades por Estado em Goias, Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais, no Mato
Grosso onze propriedades, no Mato Grosso do Sul nove propriedades, no Rio
Grande do Sul sete propriedades e em Santa Catarina duas propriedades. As
propriedades foram distribuidas em 84 municipios descritos nos Apéndice A a H
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A determinacdo do numero de animais examinados por propriedade
considerou o numero de fémeas em idade de procriar, com estimativa de prevaléncia
de 4% e nivel de confiangca 99% (FAINE, 1982), Anexo A , tabela 1 e figura 1.



Tabela 1 -

Bovinos, fémeas em idade de procriar, submetidos ao inquérito soroldgico para a leptospirose segundo codigo de identificacao

da propriedade, o nimero de animais examinados por propriedade e a sigla do estado correspondente. Colheitas efetuadas no
periodo de marco de 2004 a maio de 2005 - Sdo Paulo - 2009

Cédigo da Cédigo da Cédigo da Cédigo da Numero
propriedade e Ndmero de propriedade e Ndmero de propriedade e Numero de propriedade e de
*sigla do Estado do animais *sigla do Estado do animais *sigla do Estado do animais *sigla do Estado do animais

Brasil Brasil Brasil Brasil
1-PR 109 29 - MG 57 57 - GO 112 85-GO 56
2-PR 107 30-SP 109 58 - GO 63 86 - GO 58
3-PR 108 31-SP 58 59 - GO 63 87 -GO 114
4-PR 108 32-SP 57 60 - GO 119 88 - MT 108
5-PR 107 33-SP 109 61 - MG 58 89 - MT 108
6 -PR 108 34 -SP 108 62 - MG 107 90 - MT 108
7-GO 114 35-SP 108 63 - SP 58 91 -MT 108
8-GO 114 36 -SP 110 64 - SP 107 92 - MT 107
9-GO 59 37-SP 108 65 - SP 58 93 -MT 107
10 - PR 107 38 - MG 57 66 - SP 107 94 - MT 108
11 -PR 106 39 - MG 56 67 - SP 58 95 - MG 113
12 - MG 102 40 - MG 118 68 - MS 111 96 - MG 109
13 - MG 62 41 - MG 58 69 - MS 110 97 -SC 108
14 - MG 109 42 - MG 59 70 - MS 112 98 - SP 58
15-MS 119 43 - MG 57 71 -MS 109 99 - SP 58
16 - MG 101 44 - MG 59 72 - MS 110 100 - MT 108
17 - MG 106 45 - PR 57 73 - MS 120 101 - SC 109
18 - MT 108 46 - PR 58 74 - SP 106 102 - RS 108
19 - MT 107 47 - PR 58 75 - SP 108 103 -RS 107
20 -MT 109 48 - PR 58 76 - GO 60 104 - RS 109
21-PR 109 49 -PR 58 77 - GO 58 105 -RS 107
22 -SP 59 50 - PR 58 78 - GO 57 106 - RS 108
23 -SP 58 51-PR 58 79 -GO 68 107 -RS 100
24 - SP 61 52 -PR 57 80 -GO 110 108 - RS 109
25-MG 105 53 -PR 58 81-GO 114 109 - GO 61
26 - MS 94 54 - PR 108 82-GO M3 | e
27 - MS 110 55-PR 58 83-GO 18 | e
28 - MG 59 56 - MG 63 84 -GO 61 | L

* PR = Parana; GO= Goias; MT=Mato Grosso; MS=Mato Grosso do Sul; MG= Minas Gerais; SC=Santa Catarina; SP= Sio Paulo; RS= Rio Grande do

Sul.

89
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GO= Goias; MT= Mato Grosso; MS= Mato Grosso do Sul; MG= Minas Gerais; PR= Parana, SC=
Santa Catarina, SP= Sao Paulo, RS= Rio Grande do Sul

Figural- Mapa do Brasil, representando os oito estados amostrados, as siglas
nacionais correspondentes e a localizacdo geografica dos 84
municipios amostrados. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio
de 2005 -S&o Paulo -2009



70

4.3 Prova de Soroaglutinacao microscépica com antigenos vivos aplicada
ao diagnéstico da leptospirose

Os antigenos foram culturas vivas de estirpes de leptospiras, mantidas por
repigues semanais em meio de Ellinghausen McCullough - Jonhson — Harris (EMJH)
(Difco-USA) modificado, suplementado com 15% de soro estérii de coelho
enriquecido com 1% de piruvato de sédio, cloreto de célcio e cloreto de magnésio a
1% e 3% L-asparagina, 0,20 g de peptona e 0,30 g de extrato de carne (TURNER,
1970; ALVES, 1996). A inativacdo do sistema complemento do soro de coelho foi
efetuada por tratamento térmico a 56°C por 30 minutos. As culturas foram incubadas
durante sete a dez dias em estufa a 28 °C a 30° C.

A colecdo de antigenos empregada na técnica de soroaglutinacéo
microscopica (SAM) foi representada por 23 sorovares de estirpes de leptospiras de
referéncia, Quadro 1 e dez estirpes autéctones isoladas de animais no Brasil,
tipificadas por Mab, PFGE, sequenciamento do gene 16S rDNA, VNTR, Quadro 2.

Os soros de bovinos foram armazenados em frascos do tipo “eppendorf”,
conservados a — 20° C. No momento do exame, os soros foram descongelados e
submetidos a microtécnica de soroaglutinacdo microscopica (COLE JR, 1973;
GALTON et al., 1965).

44 Triagem

As amostras que ndo continham 100 pl de soro foram descartadas e
consideradas como insuficientes. As amostras de soro com quantidade suficiente
para 0o exame foram diluidas a 1:50 em solu¢do de salina de Sdrensen e
distribuidas em microplaca de poliestireno de fundo chato. A seguir, foi acrescentado
50ul do antigeno correspondente, obtendo-se a diluicdo final de 1:100. As
microplacas foram agitadas e incubadas a 28 °C por trés horas (SANTA ROSA,
1970).
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4.5 Titulagao

Os soros reagentes na triagem foram novamente testados para a
determinacdo do titulo final de aglutininas antileptospiras, efetuando-se diluicdes
seriadas em escala geométrica na razao de dois em solucdo salina tamponada de
Sorensen e acrescida de 50 pl de antigeno que reagiu como positivo no teste de
triagem. As microplacas foram incubadas a 28 °C por trés horas.

4.6 Leitura e interpretagao

As leituras foram realizadas em microscopio 6ptico Jena Zeiss do Brasil com
condensador de campo escuro seco, com lente objetiva 10 X 0,20 e ocular 10
(100X). O grau para a avaliagdo das aglutinacdes seguiu os critérios da Organizacao
Mundial de Saude e Ministério da Saude, Brasil (BRASIL, 1995, FAINE et al, 1999).
O titulo considerado foi a reciproca da maior diluicdo que apresentou 50% de
leptospiras aglutinadas por campo microscopico (FAINE et al., 1999).

O sorovar mais provavel foi o que apresentou maior titulo. Quando um animal
apresentou titulo mais elevado idéntico para dois ou mais sorovares 0 mesmo foi
descartado desta andlise (VASCONCELLOS et al., 1997). O resultado da SAM foi
inserido em um banco de dados com o emprego do software Microsoft Acess®
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Sorogrupo Variante sorolégica Estirpe Instituicdo de
origem*

Australis Australis Ballico 1
Australis Bratislava Jez Bratislava 2
Autumnalis Autumnalis Akiyami A 1
Autumnalis Butembo Butembo 1
Ballum Castellonis Castellon 3 1
Bataviae Bataviae Swart 1
Canicola Canicola Hond Utrecht IV 1
Celledoni Whitcombi Whitcombi 1
Cynopteri Cynopteri 3522 C 1
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V 1
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis 1
Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20 1
Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae RGA 1
Javanica Javanica Veldrat Batavia 46 1
Panama Panama Cz 214K 1
Pomona Pomona Pomona 1
Pyrogenes Pyrogenes Salinem 1
Sejroe Hardjo Hardjoprajitno 2
Sejroe Wolffi 3705 2
Shermani Shermani 1342 K 1
Tarassovi Tarassovi Perepelitsin 1
Seramanga Patoc Patoc 1 1
Djasiman Sentot Sentot 1

*1 CDC - EUA /Prof. Dr. Paulo Hideki Yasuda
2 BgVV — Berlim Alemanha (Arno Schoénberg)

Quadro 1 - Colecdo de antigenos de leptospiras de referéncia empregada na
microtécnica de soroaglutinacdo microscoépica aplicada a leptospirose,
segundo sorogrupo, sorovar, estirpe e instituicdo de origem - S&o Paulo
- 2009




.- - . whk E E & ‘? s 2 2
especie de estirpe antlcorpo_s * PFGE seqiienciamento | = = = E E E E ***VNTR **xx MLST
origem monoclonais 2| 2| 2| Zz|z2|lZz|=z
gene 16S rDNA > | > (>58¢
mtggseulpihallﬁs AN776 | Serogrupo Bataviae novo no banco de Leptospira i} i} i} i} } i} i}
(gam‘i)é) sorovar Brasiliensis dados santarosai
Sus scrofa sorogrupo Pomona Leptospira Pomona (gendtipo
domestica | M7/87 grup Kennewicki -eptosp 4 1 ]6[10]2]8]2 genotip
(suino) sorovar Pomona interrogans A)
Bubalus . . .
bubalis M4/98 sorogrupo Sejroe novo no banco de Leptospira ) } } ) ) } } sorogrupo Sejroe
(bubalino) sorovar Guaricura dados santarosai sorovar Guaricura
Rattus sorogrupo ‘ sorogrupo
norvegicus M9/99 Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae _Leptosplra 2 1 13| 7 1 2 0 Icterohaemorrhagl_ae Icterohaemorrhagiae
(murino) sorovar interrogans ou Copenhageni sorovar
Copenhageni Copenhageni
Canis Leptospira
familiaris LO1 Canicola -eptosp 1 /10| 2|3 |2][10] 2 Canicola
(canino) interrogans
Sus scrofa sorogrupo Canicola Leptospira
domestica LO4 grupo %al Canicola -eptosp 1 /10| 2|3 |21/ 2 Canicola
(suino) sorovar Canicola interrogans
Bos ta_urus LO14 sorogrupo Ca_nlcola Canicola _Leptosplra 1 10 | 2 3 2 |10 2 Canicola sorogrupo Ca_nlcola
(bovino) sorovar Canicola interrogans sorovar Canicola
Hydrochaeris sorogrupo = . sorogrupo
. 2A . padrao Leptospira } } } ) } } } X
hydrqcharls CAP Grippotyphosa desconhecido 2 santarosai Grippotyphosa
(capivara) sorovar Bananal sorovar Bananal
Hydrochaeris sorogrupo = .
. 21 . padrao Leptospira
hydrochaeris CAP Grippotyphosa desconhecido 2 santarosai ) ) ) ) ) ) )
(capivara) sorovar Bananal
Sus scrofa Leptospira Pomona (genétipo
domestica GR6 -eptosp 4 1 ]6[10]2]|38]2 genotip
(suino) interrogans A)
*Royal Tropical Institute, Amsterdam, Holanda PFGE = Pulsed Field Gel Eletrophoresis
**Centers for Disease Control (CDC), Atlanta, Estados Unidos da América (EUA) gene 16 S rDNA= gene que codifica regiio 16S do RNA ribossémico
***Centro de Biotecnologia /Laboratério de Biologia Molecular/Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil VNTR= Variable Number of Tandem Repeats
... Resultados nao disponiveis MLST= Multilocus Sequence Typing

Quadro 2 - Estirpes de leptospiras autéctones isoladas no Brasil e tipificadas pelas técnicas de anticorpos monoclonais, PFGE,
sequenciamento do gene 16S rDNA, VNTR, MSLT, segundo a espécie, animal de origem, codigo de identificacao,

técnica empregada e o respectivo resultado - Sado Paulo - 2009

€L
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4.7 Histérico das estirpes de leptospiras isoladas no Brasil empregadas no
teste de SAM para o diagnéstico de leptospirose bovina

AN776

Espécie: Leptospira santarosai

Sorogrupo: Bataviae

Sorovar: Brasiliensis

Ano: 1961

Origem: gamba de orelha preta (Didelphis marsupialis)

Estirpe AN 776, isolada pelo Instituto Biolégico de Sédo Paulo, em 1961 por
Santa Rosa et al. (1972) do rim de um marsupial (Didelphis marsupialis) capturado
em areas proximas a cidade de Sdo Paulo, SP, Brasil foi tipificada pela técnica de
aglutinagéo cruzada, como do sorogrupo Bataviae e pela absor¢cdo de aglutininas

como um novo sorovar denominado de Brasiliensis.

M7/87

Espécie: Leptospira interrogans
Soroqgrupo: Pomona

Sorovar: Pomona

Ano: 1987

Origem: Suino (Sus scrofa domestica)

A estirpe M7/87 foi isolada pelo LZB do VPS FMVZ/USP, do rim de um suino
abatido em Frigorifico do municipio de Carapicuiba, SP. Esta estirpe foi tipificada
como Kennewicki, pelo Center of Disease Control (CDC), Atlanta, EUA, pela técnica
de PFGE, também foi enviada para o Royal Tropical Institute de Amsterdam,
Holanda, onde foi tipificada por painel de anticorpos monoclonais como sorogrupo
Pomona, sorovar Pomona e pelo laboratério de Biologia Molecular, Centro de
Biotecnologia, Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Rio Grande do Sul (RS),

Brasil, onde a espécie L. interrogans foi identificada pelo sequienciamento do gene
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16S rDNA e a identidade do sorogrupo e sorovar Pomona foi confirmada pela
técnica de VNTR com o resultado de VNTR4 (4), VNTR7 (1), VNTR9 (6), VNTR10
(10), VNTR 11 (2), VNTR19 (8), VNTR23 (2) (JOUGLARD,

M4/98

Espécie: Leptospira santarosai
Sorogrupo: Sejroe

Sorovar: Guaricura

Ano: 1998

Origem: Bubalino (Bubalus bubalis)

A estirpe M4/98 foi isolada pelo LZB, VPS, FMVZ/USP, da cultura dos rins de
hamsters adultos jovens, inoculados com urina colhida de bufalas em maio de 1998,
em uma fazenda localizada em Registro, Vale do Ribeira, Sdo Paulo, SP. A
tipificacéo da espécie foi efetuada pelo Laboratorio de Biologia Molecular, do Centro
de Biotecnologia, da UFPel, RS, Brasil, pelo seqienciamento do gene 16 S rDNA
como Leptospira santarosai. No Laboratorio de Zoonoses
Bacterianas/VPS/FMVZ/USP, foi utilizado o teste de aglutinacdo cruzada com anti-
soros policlonais (SANTA ROSA,1970) como sendo do sorogrupo Sejroe. O
laboratorio de referéncia da OMS, Royal Tropical Institute, Amsterdam, Holanda
classificou a estirpe como do sorovar Guaricura com o emprego de painel de
anticorpos monoclonais (VASCONCELLOS et al., 2001).

M9/99

Espécie: Leptospira interrogans
Sorogrupo: Icterohaemorrhagiae
Sorovar: Copenhageni

Ano: 1999

Origem: Ratazana (Rattus norvegicus)
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A estirpe M9/99, isolada pelo LBZ, VPS, FMVZ/USP do tecido renal de Rattus
norvegicus (ratazana) capturado em novembro do ano 1999, na Fundacdo Parque
Zoolégico de Séao Paulo (FPZ-SP) foi tipificada pelo Laboratério de Biologia
Molecular, do Centro de Biotecnologia — UFPel/RS, Brasil, como espécie L.
interrogans por sequenciamento do gene 16 S rDNA. No Royal Tropical Institute, de
Amsterdan, Holanda, a tipificacao foi efetuada por painel de anticorpos monoclonais,
caracterizando a estirpe como sorovar Copenhageni semelhante a estirpe de
referéncia M20 (CORREA et al., 2004, FAGUNDES et al., 2008).

LO1

Espécie: Leptospira interrogans
Sorogrupo: Canicola

Sorovar: Canicola

Ano: 2000

Origem: Canis familiaris

A estirpe LO1 foi isolada pelo Laboratério de Leptospirose, do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva, FMVZ/ Universidade Estadual de Londrina
(UEL), Parana (PR), Brasil, da urina de um céo, macho, sem raca definida, com trés
anos de idade, nunca vacinado para leptospirose, atendido no Hospital Veterinario
da UEL. No Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta, EUA, a
estirpe foi submetida a eletroforese de campo pulsado e identificada como sendo do
sorovar Canicola. No Laboratério de Biologia Molecular, Centro de Biotecnologia,
UFPel, RS, Brasil, a estirpe foi analisada ao sequenciamento do gene 16S rDNA e
identificada como L. interrogans e por VNTR: VNTR4(1), VNTR7(10), VNTR9(2),
VNTR10(3), VNTR11(2), VNTR19 (10), VNTR23 (2) foi classificada como do
sorogrupo Canicola e sorovar Canicola (OLIVEIRA et al., 2005; FAGUNDES et al.,
2008).
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Espécie: Leptospira interrogans
Soroqgrupo: Canicola

Sorovar: Canicola

Ano: 2000

Origem: suino (Sus scrofa domestica)

A estirpe LO4 foi isolada pelo Laboratério de Leptospirose, do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva, FMVZ/ UEL, PR, Brasil, do figado de um suino
abatido, no Estado do Parana, Brasil. O Laboratério de Biologia Molecular, Centro de
Biotecnologia, UFPel, RS, Brasil tipificou esta estirpe como L. interrogans pelo
sequenciamento do gene 16 S rDNA. No Royal Tropical Institute, Amsterdam,
Holanda a estirpe foi identificada por painel de anticorpos monoclonais e no CDC,
Atlanta, EUA por eletroforese de campo pulsado, e no Laboratorio de Biologia
Molecular, Centro de Biotecnologia, UFPel, RS, Brasil, pela técnica de VNTR, com o
resultado de VNTR4(1), VNTR7(10), VNTR9(2), VNTR10(3), VNTR11(2),
VNTR19(10), VNTR23(2). Os resultados obtidos confirmaram sorogrupo Canicola,
sorovar Canicola (DELBEM et al., 2002; FREITAS et al., 2004; FAGUNDES et al.,
2008).

Espécie: Leptospira interrogans
Sorogrupo: Canicola

Sorovar: Canicola

Ano: 2001

Origem: Bovino (Bos taurus)
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A estirpe L014 foi isolada pelo Laboratério de Leptospirose, do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva, da UEL, PR, da urina de um bovino abatido no
Estado do Parand. A tipificacdo foi efetuada pelo Royal Tropical Institute,
Amsterdam, na Holanda por um painel de 43 anti-soros policlonais e por painel de
anticorpos monoclonais, identificou a estirpe como sendo, respectivamente, do
sorogrupo Canicola e o sorovar Canicola. No CDC, Atlanta, USA, a estirpe foi
classificada como sorovar Canicola, pela técnica do PFGE. No Laboratério de
Biologia Molecular, Centro de Biotecnologia, UFPel, RS, Brasil, a estirpe foi tipificada
como espécie L. interrogans e sorovar Canicola, respectivamente pelas técnicas do
sequenciamento do gene 16 S rDNA e VNTR. Os locus identificados pelo VNTR
foram VNTR4(1), VNTR7(10), VNTR9(2), VNTR10(3), VNTR11(2), VNTR19(10),
VNTR23(2) (ZACARIAS et al., 2008).

2ACAP e 21 CAP

Espécie: Leptospira santarosai

Sorogrupo: Grippotyphosa

Sorovar: Bananal

Ano: 2001

Origem: Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris)

As estirpes 2ACAP e 21 CAP foram isoladas pelo LBZ, VPS, FMVZ/USP, do
rim de capivaras abatidas no municipio de Piracicaba, SP, no ano de 2001. O
Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Biotecnologia, UFPel, RS, Brasil,
identificou a espécie como L. santarosai por seqiienciamento do gene 16 S rDNA. O
Laboratério de Zoonoses Bacterianas da FMVZ/USP/VPS, pelo teste de aglutinacéo
cruzada com anti-soros policlonais produzidos no préprio laboratorio (Santa Rosa,
1970) identificou a estirpe como sendo do sorogrupo Grippotyphosa. No Royal
Tropical Institute de Amsterdam, Holanda, a estirpe foi identificada por um painel de

anticorpos monoclonais, como sendo do sorovar Bananal (MARVULO et al., 2002).
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Espécie: Leptospira interrogans
Sorogrupo: Pomona

Sorovar: Pomona

Ano: 2003

Origem: Suino (Sus scrofa domestica)

A estirpe GR6 foi isolada pelo LZB, VPS, FMVZ/USP, do rim de um suino
(marrd) abatido, no municipio de Suzano, SP, 2003. O Laboratdrio de Biologia
Molecular do Centro de Biotecnologia, da UFPel,RS, Brasil, tipificou a estirpe por
sequenciamento do gene 16 S rDNA , e a classificou como da espécie L. interrogans
e pela técnica de VNTR obteve o resultado: VNTR4 (4), VNTR7 (1), VNTR9 (6),
VNTR10 (10), VNTR11 (2), VNTR19 (8), VNTR23 (2) que identificou a estirpe como

do sorogrupo Pomona, sorovar Pomona (MIRAGLIA et al., 2008).

4.8 Analise estatistica

A analise dos resultados foi efetuada com o programa estatistico for Windows SPSS

versaol3.o.

4.8.1 Estatistica descritiva

As frequéncias por estado, para qualquer sorovar, identificacdo do sorovar mais
provavel por propriedade e por estado foram apresentadas em tabelas e gréaficos
pelo programa Windows Excell® 2007 e os mapas pelo programa de sistema de

informacao geogréfica ArcGIS, versdo 9.2



4.8.2 Inferéncia estatistica

Teste de McNemar com nivel de significancia de 0,05.(SIEGEL, 1981) Anexo B
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5 RESULTADOS

Dos 9820 bovinos, fémeas em idade de procriar examinados, 5806 (59,12%)
foram reagentes na SAM para qualquer sorovar com a colecdo de 23 sorovares de
referéncia com titulos variando de 100 a 12800. Com a colecdo de antigenos,
constituidos por 23 sorovares de referéncia e dez estirpes autdctones houve 6400
(65,17%) reagentes com titulos variando de 100 a 12800, portanto a cole¢do de
antigenos ampliada propiciou um aumento de 594 animais (6,00 %) classificados
como néo reagentes pela colecéo de referéncia. Das 109 propriedades trabalhadas,
106 foram consideradas positivas com pelo menos um animal reagente na SAM para
leptospirose. Nao houve diferenca no numero de propriedades com pelo menos um

animal reator para leptospirose, segundo a colecdo de antigenos empregada. Os

resultados obtidos séo apresentados por estado na tabela 2.

Tabela2 - Bovinos fémeas em idade de procriar, submetidos ao teste de
soroaglutinacdo microscopica aplicado ao diagndstico da leptospirose
com uma colecgéo de 23 sorovares de referéncia e com a colecdo de 23
sorovares de referéncia acrescida de dez estirpes autoctones, segundo
0 estado de origem e a natureza do resultado obtido para qualquer

sorovar - Sao Paulo - 2009

Colecao 23 antigenos
de referéncia

Colegao 23
antigenos de
referéncia e dez

Estado autoctones **p-valor
Proporcéao % Proporcéao %

Goias *1102/1741 63,30 1203/1741 69,10 0,001
Mato Grosso 743/1186 62,65 895/1186 75,46 0,004
Mato GSrSISSO do 740/995 7437  812/995 8161 0000
Minas Gerais 986/1615 61,05 1073/1615 66,44 0,001
Parana 681/1655 41,15 723/1655 43,69 0,000
A Grsaur}de do 378/748 5053 387/748 5174 0000
Sao Paulo 1005/1663 60,43 1135/1663 68,25 0,001
Santa Catarina 171/217 78,80 172/217 79,26 0,522
TOTAL 5806/9820 59,12 6400/9820 65,17 0,001

*= Propor¢do do nimero de animais reagentes para qualquer sorovar de Leptospira spp,

sobre o nmero de animais examinados.

**= p, probabilidade associada a hipétese de nulidade — Teste de McNemar
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As proporcdes de animais reatores para leptospirose por estado com a
colecdo de 23 antigenos de referéncia variaram de 41,15 a 78,80 % e com a colecao
de 23 antigenos de referéncia acrescida de dez estirpes autéctones variaram de
43,69 a 79,26%, tabela 2 e figuras 2 e 3. A proporcado de valores em todos os
estados com a colecao de 23 sorovares de referéncia foi de 59,12 e na colecdo de
23 sorovares de referéncia acrescida de dez estirpes autdctones foi de 65,17. Esta
diferenca foi significante (p=0,001), tabela 2. O Unico Estado em que ndo houve
diferenca significante foi o de Santa Catarina (p=0,522).

Das 109 propriedades trabalhadas, os resultados obtidos com a colecao de
23 sorovares de referéncia identificaram o sorovar Hardjo como o mais provavel em
60 propriedades (55,05%) e o sorovar Shermani em 14 (12,84%). Com a cole¢éo de
antigenos ampliada por dez estirpes autéctones isoladas no Brasil, o sorovar Hardjo
foi 0 mais provavel em 44 propriedades (40,37%) e o Guaricura em 27 (24,77%), em
duas propriedades houve a associacado Hardjo e Guaricura, quadro 3.

Dos 9820 animais examinados, descontadas as reacdes empatadas para dois
ou mais sorovares, foram aproveitadas 3876 reacdes obtidas com a colecao de 23
antigenos de referéncia e 4388 com a colecdo ampliada pelos antigenos de estirpes
autoctones. Os cinco sorovares mais provaveis identificados por animal examinado
com a colegdo de 23 sorovares de referéncia foram em ordem decrescente de
ocorréncia: Hardjo (43,03 %), Shermani (20 %), Wolffi (9,96%), Grippothyphosa
(5,42%) e Pomona (4,28%). Com a colecdo ampliada por dez estirpes isoladas no
Brasil, os cinco sorovares mais provaveis foram Hardjo (31,00%), Guaricura - M4/84
(22,50%), Shermani (15,43%), Wolffi (4,76%), Grippothyphosa (3,71%) e Autumnalis
(3,24%) tabela 3 e gréaficos 1 e 2.
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Figura2 - Mapa do Brasil, representando os oito estados amostrados e a propor¢do de bovinos sororeagentes a microtécnica
de soroaglutinacdo microscépica (SAM) para leptospirose com a colecédo de 23 antigenos de referéncia, pelo total de

bovinos examinados por estado - Sdo Paulo - 2009.
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Figura 3- Mapa do Brasil, representando os oito estados amostrados e a proporcédo de bovinos sororeagentes na microtécnica
de soroaglutinagdo microscépica (SAM) para leptospirose com a colecdo de 23 antigenos de referéncia e dez estirpes

autoctones, pelo total de bovinos examinados por estado - Sdo Paulo - 2009.
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Identificacao Identificacao
da = . da = a
propriedade Colecao de 23 antigenos de Col:gaofdeA23 a ntlgenos propriedade | Colecao de 23 antigenos de CoI?gaAo d.e e danhger_ms e
*sigla do referéncia e relerencia e cez *sigla do referéncia reterencia e cez T
Estado do estirpes autdoctones Estado do autoctones
Brasil Brasil
1-PR Bratislava Bratislava 29 - MG Hardjo Hardjo
2-PR Hardjo Hardjo 30 -SP Hardjo Hardjo
3-PR Autumnalis Autumnalis 31-SP Hardjo Hardjo
4 -PR Hardjo Hardjo 32-SP Hardjo Hardjo
5-PR Shermani Hardjo e Shermani 33-SP Hardjo Hardjo
6 - PR Shermani Shermani 34 -SP Pomona Guaricura
7-GO Hardjo Hardjo 35-SP Hardjo Guaricura
8-GO Hardjo Canicola (LO14) 36 -SP Hardjo Hardjo
9-GO Hardjo Hardjo 37-SP Hardjo Hardjo
10 - PR Hardjo Hardjo 38 - MG Grippothyphosa Pomona(M7/87)/Grippothyphosa
11-PR Shermani Shermani 39 - MG Shermani Shermani
12 - MG Hardjo Guaricura 40 - MG Hardjo Hardjo
13 - MG Hardjo Guaricura 41 - MG Hardjo Hardjo
14 - MG Hardjo Hardjo e Guaricura 42 - MG Hardjo Hardjo
15 - MS Hardjo Guaricura 43 - MG Hardjo Hardjo
16 - MG Wolffi/Shermani Shermani 44 - MG Shermani Shermani
. . Autumnalis/Grippotyphosa/ Autumnalis/Grippotyphosa
17 - MG Hardjo Hardjo 45-PR Castellonis/Shermani Castellonis/ Shermani
18 - MT Wolffi Guaricura 46 - PR Autumnalis/Grippotyphosa Autumnalis
19 - MT Hardjo Hardjo 47 - PR Hardjo e Pomona Hardjo
20 - MT Hardjo Guaricura 48 - PR Hardjo Hardjo
21-PR Hardjo Hardjo 49 - PR Pomona Hardjo
22 -SP Shermani Shermani 50 - PR Negativo Negativo
23 -SP Hardjo/ Shermani Guaricura 51-PR Grippotyphosa (M7/87)I(F',5$ir:|g:tahyphosa
24 -SP Hardjo/Shermani/lcterohaemorrhagia HardjolShern_1ani 52 - PR Negativo Negativo
e Patoc Icterohaemorrhagiae/Patoc
25 - MG Grippothyphosa Grippothyphosa 53-PR Negativo Negativo
26 - MS Hardjo Hardjo 54- PR Hardjo Guaricura
27 -MS Wolffi Guaricura 55-PR Shermani Shermani
28 - MG Shermani Shermani
Quadro 3 - Sorovar de leptospira mais provavel identificado em bovinos submetidos ao teste de SAM, com a colecdo de 23 antigenos de

referéncia e colecdo ampliada por dez estirpes autéctones isoladas no Brasil, segundo o nimero de identificacdo da
propriedade. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 - Sao Paulo — 2009 (continua)
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Identificacao

Identificagao

<) Colecao de 23 antigenos <) Colecao de 23 antigenos de
propriedade Colecgao de 23 antigenos d A propriedade Colecao de 23 antigenos de P .
s A e referéncia e dez *os A referéncia e dez estirpes
sigla do de referéncia estirpes autéctones sigla do referéncia autéctones
Estado do Estado do
Brasil Brasil
56 - MG Shermani Shermani 83-GO Hardjo Hardjo
57 - GO Hardjo Hardjo 84 - GO Hardjo Hardjo
58 - GO Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 85-GO Hardjo Hardjo
59 - GO Hardjo Hardjo 86 - GO Hardjo Hardjo
60 -GO Hardjo Hardjo 87 - GO Hardjo Guaricura
61 - MG Hardjo Hardjo 88 - MT Wolffi Wolffi
62 - MG Hardjo Hardjo 89 - MT Hardjo Guaricura
63 - SP Hardjo Hardjo 90 - MT Wolffi Guaricura
64 - SP Hardjo Hardjo 91-MT Shermani Guaricura
65 - SP Hardjo Hardjo 92 - MT Pomona Guaricura
66 - SP Hardjo Hardjo 93 - MT Shermani Guaricura
67 - SP Australis Australis 94 - MT Shermani Guaricura
68 - MS Hardjo Guaricura 95 - MG Hardjo Guaricura
69 - MS Hardjo Hardjo 96 - MG Hardjo Guaricura
70 - MS Hardjo Hardjo 97 -SC Hardjo Pomona
71 -MS Hardjo Guaricura 98 - SP Hardjo Hardjo
72 - MS Shermani Guaricura 99 - SP Hardjo Hardjo
73 - MS Wolffi Guaricura 100 - MT Autumnalis / Hardjo Autumnalis
74 - SP Wolffi Guaricura 101 - SC Hardjo Hardjo
75 -SP Bratislava/Wolffi/Shermani Guaricura 102 -RS Hardjo Hardjo
76 - GO Shermani Shermani 103 -RS Castellonis Castellonis
77 - GO Canicola Canicola (LO14) 104 - RS Hardjo Hardjo
78 - GO Pomona Guaricura 105 - RS Hardjo Australis
79 - GO Pomona Pomona,V\:ng‘;)e Canicola 106 - RS Pomona Pomona
80 - GO Wolffi Shermani 107 - RS Hardjo Hardjo/Guaricura
81-GO Wolffi Guaricura 108 - RS Hardjo Bratislava
82-GO Hardjo Hardjo 109 - GO Pomonal/Grippothyphosa/Hardjo Pomonal/Grippothyphosa/Hardjo

* PR = Paranda; GO= Goias; MG= Minas Gerais; MT= Mato Grosso; MS= Mato Grosso do Sul; SC= Santa Catarina; SP= Sao Paulo; RS= Rio Grande do Sul
SAM = microtécnica de soroaglutinagdo microscépica

Quadro 3 -

Sorovar de leptospira mais provavel identificado em bovinos submetidos ao teste de SAM, com a colecdo de 23 antigenos de
referéncia e colecdo ampliada por dez estirpes autoctones isoladas no Brasil, segundo o numero de identificacdo da
propriedade. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 - Sdo Paulo - 2009 (conclus&o)
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Tabela 3- Sorovar de leptospira mais provavel identificado em inquérito sorolégico
efetuado pelo teste da SAM de 109 propriedades distribuidas em oito estados
brasileiros segundo a colecdo de antigenos empregada. Colheitas efetuadas
de marco de 2004 a maio de 2005. Sdo Paulo, 2009.

Colegéo 23 antigenos de Colegéo 23 antigenos de

Sorovar referéncia referéncia e dez autoctones
Proporcéo % Proporcéo %
Australis *102/3876 2,63 *100/4388 2,28
Bratislava 78/3876 2,01 70/4388 1,60
Autumnalis 161/3876 4,15 142/4388 3,24
Butembo 17/3876 0,44 15/4388 0,34
Castellonis 36/3876 0,93 32/4388 0,73
Bataviae 1/3876 0,03 1/4388 0,02
Canicola 23/3876 0,59 6/4388 0,14
Witcombi 16/3876 0,41 14/4388 0,32
Gripotyphosa 210/3876 5,42 163/4388 3,71
Hebdomadis 62/3876 1,60 39/4388 0,89
Copenhageni 14/3876 0,36 11/4388 0,25
Icterohaemorrhagiae 47/3876 1,21 35/4388 0,80
Panama 8/3876 0,21 8/4388 0,18
Pomona 166/3876 4,28 105/4388 2,39
Pyrogenes 75/3876 1,94 59/4388 1,34
Hardjo 1668/3876 43,03 1360/4388 31,00
Wolffi 386/3876 9,96 209/4388 4,76
Shermani 775/3876 20,00 677/4388 15,43
Tarassovi 24/3876 0,62 23/4388 0,52
Patoc 713876 0,18 5/4388 0,11
Grippotyphosa
(2ACAP) 14/4385 0,32
Grippotyphosa
(21CAP) 19/4388 0,43
Brasiliensis 1/4388 0,02
Pomona (GR6) 14/4388 0,32
Canicola (LO1) 21/4388 0,48
Canicola (LO4) 43/4388 0,98
Canicola (LO14) 122/4388 2,78
Guaricura 986/4388 22,50
Pomona (M7/87) 81/4388 1,85
Copenhageni (M9/99) ] 13/4388 0,30
Total 3876/3876 100 4388/4388 100

*NUumero de animais reatores com titulos mais elevados para o sorovar sobre o nimero de animais
em que houve reacao com titulo mais elevado para um sorovar. Os animais em que houve titulo mais
elevado idéntico para dois ou mais sorovares foram eliminados desta analise.

... Resultados néo disponiveis

SAM = microtécnica de soroaglutinacdo microscopica
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Gréfico 1 - Proporcéo de sorovares de Leptospiras spp mais provaveis em bovinos
fémeas de oito estados do Brasil, identificados pela microtécnica de
aglutinacdo microscopica (SAM) com a colecédo de 23 antigenos de
referéncia. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 -
Séo Paulo - 2009.

Canicola
(LO14)

Autumnali

Gréfico 2 - Proporcgéo de sorovares de Leptospiras spp mais provaveis em bovinos
fémeas, em oito estados do Brasil, identificados pela microtécnica de
soroaglutinagcdo microscopica (SAM) com a colegcdao de 23 antigenos
de referéncia e dez estirpes isoladas no Brasil. Colheitas efetuadas
de marc¢o de 2004 a maio de 2005 - Sdo Paulo - 2009.
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As proporcfes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados pela
SAM por Estado sdo apresentadas nos Apéndices | e J e gréficos 3 a 10. Os
sorovares mais prevalentes com a colecao de 23 sorovares em ordem de ocorréncia
foram Hardjo, Shermani e Wolffi (Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana e
Séo Paulo). Em Minas Gerais, o terceiro colocado foi o sorovar Grippotyphosa, e em
Santa Catarina a terceira posicao ficou o sorovar Pomona, No Rio Grande do Sul a
distribuicdo encontrada foi Hardjo, Australis e Shermani.

Com a colecdo de antigenos ampliada por dez estirpes autdctones em ordem
de ocorréncia foram Guaricura, Hardjo e Shermani (Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul), Hardjo, Guaricura e Shermani (S&o Paulo), Hardjo, Shermani e Guaricura
(Goias e Minas Gerais), Hardjo, Shermani e Autumnalis (Parana), Hardjo, Shermani

e Grippothyposa (Santa Catarina), Hardjo, Australis e Shermani (Rio Grande do Sul).
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Grafico 3- Proporcbes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados pela microtécnica de soroaglutinacéo
microscoépica (SAM), em rebanhos de bovinos do Estado de Goias, segundo a colecdo de antigenos empregada.
Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 - S&do Paulo - 2009
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Gréfico 4 - Proporgbes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados pela microtécnica de soroaglutinacdo
microscopica (SAM), em rebanhos de bovinos do Estado de Mato Grosso, segundo a colecdo de antigenos
empregada. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 - Sao Paulo - 2009
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Gréfico5- Propor¢cdes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados pela microtécnica de soroaglutinacdo
microscopica (SAM), em rebanhos de bovinos do Estado de Mato Grosso do Sul, segundo a colecédo de antigenos
empregada. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 - Sao Paulo - 2009
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Gréfico 6 - Proporcbes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados pela microtécnica de soroaglutinacéo
microscopica (SAM), em rebanhos de bovinos do Estado de Minas Gerais, segundo a colecdo de antigenos
empregada. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 - Sao Paulo - 2009
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Grafico 7 - Proporcbes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados pela microtécnica de soroaglutinacéo
microscoépica (SAM), em rebanhos de bovinos do Estado de Parana, segundo a colecdo de antigenos empregada.
Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 - S&do Paulo - 2009
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Grafico 8 - Proporcdes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados pela microtécnica de soroaglutinagédo

microscopica (SAM), em rebanhos de bovinos do Estado de Rio Grande do Sul, segundo a colecdo de antigenos
empregada. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 - Sao Paulo - 2009

96



50,00% — 46,79%

Hl 23 antigenos de referéncia

45,00% —

B 23 antigenos de referéncia e dez autéctones

40,00% —

35,00% —

30,00% —

o/ _ |
25,00% 21,10%

20,00% —

5%
15,00% —

11,01% 11,00%

10,00% — 7,08% 7,34% 7,08%

5,31% 4,59%

5,00% —

0,00% —

v QQO

&

Sorovares mais provaveis

Gréfico 9 - Proporcbes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados pela microtécnica de soroaglutinacéo
microscopica (SAM), em rebanhos de bovinos do Estado de Santa Catarina, segundo a colecdo de antigenos
empregada. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005 - Sao Paulo - 2009
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Propor¢cdes de sorovares de leptospiras mais provaveis identificados pela microtécnica de soroaglutinacao
microscopica (SAM), em rebanhos de bovinos do Estado de Sao Paulo, segundo a colecéo de antigenos empregada.
Colheitas efetuadas de mar¢co de 2004 a maio de 2005 - S&o Paulo - 2009
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6 DISCUSSAO

O emprego da SAM para deteccao de anticorpos anti-leptospira spp em 9820
bovinos fémeas em idade reprodutiva, originarios de 109 propriedades distribuidas
em oito Estados brasileiros, com uma colecdo de 23 antigenos de referéncia e dez
estirpes de leptospiras autoctones permitiu a deteccdo de um maior numero de
animais positivos que o obtido com os 23 sorovares de referéncia. Houve, portanto
um aumento de 6 % na sensibilidade do teste, p=0,001, teste de McNemar. Quando
as estirpes isoladas locais séo introduzidas na colecdo de antigenos da SAM, sao
detectados animais reagentes que teriam sido negativos com a colecdo de
referéncia, isto foi encontrado por Brod et al. 2005.

O unico estado onde a diferenca da sensibilidade néo foi significante, foi o de
Santa Catarina (p=0,522), contudo o numero de propriedades examinadas neste
Estado foi inferior ao dos demais. Valores no incremento da sensibilidade da SAM
com o emprego de estirpes autoctones semelhantes aos obtidos no presente estudo
foram encontrados por Aradjo et al. (2004) 4%, em bovinos de Minas Gerais com 0
emprego da estirpe Norma do sorovar Hardjo, por Dias et al. (2007) 6,8%, em
bovinos do Rio Grande do Sul, com as estirpes Tande do sorovar Canicola e a
estirpe Caco ED1 da espécie L. noguchi, por Herrmann et al. (2002) 6,39%, em
ovinos com a estirpe Norma, do sorovar Hardjo, por Silva et al. (2004) 4,5%, em
ovinos do Rio Grande do Sul, com a estirpe Caco ED1 da L. Noguchi, por Oliveira
(2005) 5,88%, em caes de Londrina, Parana, com a estirpe Londrina 1 (LO1) do
sorovar Canicola, pelo Centro de Controle de Zoonoses da Universidade Federal de
Pelotas® (2004 apud SILVA, 2004, p.29) 7,4% em cées de Pelotas, Rio Grande do
Sul, com a estirpe Kito E3 do sorovar Canicola, por Marchiori® (2003 apud SILVA,
2004, p.26 e 27) 4,1%, em equinos de oito municipios do Rio Grande do Sul com a
estirpe Isoton E1, do sorovar Djasiman. Contudo, valores mais elevados que o

observado no presente estudo foram obtidos em bovinos com a estirpe Norma do

! Centro de Controle de Zoonoses. Relatério de atividades do CCZ/Universidade Federal de Pelotas, ano de
2003, 151p., 2004

2MARCHIORI, M. O.; SILVA, E. F.; CARDOSO, M. C.; OLIVEIRA, L. C.; SILVEIRA, L.; BOURSCHEIDT,
D.; RECUERO, A. L. C.; BROD, C. S. Preval éncia de anticorpos anti-leptospira em equinos demonstra
suscetibilidade dos animais analisados. In: Congresso de iniciacdo cientifica, 7; Encontro da P6s-Graduacéo,
Pelotas, Universidade Federal de Pelotas, n.157, 2003.
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sorovar Hardjo, por Pereira et al. (2004) 12,7% em Minas Gerais, Tocantins (2007)
11%, no Mato Grosso e por Pellegrin et al. (1999) 36,39% no Pantanal Mato-
grossense. No Rio Grande do Sul Brod et al. (2002) encontraram uma diferenca de
19% em caes examinados , com a estirpe Tande, do sorovar Canicola. Tais
diferencas poderiam ser atribuidas a fatores regionais, tais como a localizacdo do
isolamento da estirpe autoctone, e também a fatores sazonais, relacionados a época
do ano em que foram efetuadas as colheitas de sangue (FAINE, 1982; SEYFFERT
et al., 2004).

Os sorovares mais provaveis no presente estudo sdo apresentados nas
tabelas 3 e 4 e graficos 1 a 10. Tanto com a colecdo de 23 sorovares de referéncia,
como com a colecdo ampliada por dez estirpes locais isoladas no Brasil, o primeiro
colocado foi o sorovar Hardjo (Hardjoprajtino), porém a estirpe autéctone Guaricura,
do sorogrupo Sejroe, 0 mesmo aonde estao incluidos os sorovares Hardjo e Wolffi,
foi a segunda com maior nimero de reatores. Este resultado sugere a existéncia de
reac0es cruzadas entre os representantes do mesmo sorogrupo e inclusive a
possivel presenca da estirpe autdéctone Guaricura em pelo menos 27 (24,77 %) das
109 propriedades trabalhadas. A confirmacdo definitiva sé podera ser de fato
esclarecida com novas investigacfes que empreguem o isolamento e a tipificacao de
amostras.

Destacam-se ainda os resultados obtidos nas propriedades oito e 77, quadro
3, onde o sorovar mais provavel com a colecdo ampliada foi a estirpe LO14 do
sorovar Canicola. Esta estirpe isolada do rim de bovinos no Estado do Parana
(ZACARIAS et al., 2008), poderia estar ocorrendo em outros Estados do pais. De
fato as duas propriedades em questdo estao localizadas no Estado de Goiés. Estes
resultados sugerem a existéncia de um possivel ciclo de transmissao envolvendo
bovinos e caes.

Os resultados apresentados na Tabela 3 e gréficos 1 e 2 revelaram que no
conjunto de animais examinados, os trés sorovares mais provaveis observados com
a colecdo de antigenos de referéncia foram em ordem de ocorrénca Hardjo,
Shermani e Wolffi. Destes apenas o sorovar Hardjo ja foi isolado e tipificado no
Brasil (MOREIRA, 1994) O sorovar Wolffi sé foi isolado no Brasil de roedores
silvestres (Akodon arviculoides) (CORREA et al., 1965/1967), camundondongo (Mus
musculus) (GIORGI et al., 1984) e de seres humanos (CORREA et al., 1965/1967),

porém nunca foi encontrado em bovinos. O sorovar Shermani nunca foi isolado no
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Brasil. O seu isolamento original foi efetuado em 1967 de um roedor selvagem
(Proechimys semispinosus), capturado no canal do Panama (UNIVERSITY OF
BELGRADE, 1999). As reacdes para o sorovar Shermani também poderiam ser
consideradas como paradoxais, ou seja, titulos mais elevados para sorovar diferente
do infectante (TURNER, 1968). Contudo, em Rondoénia, Aguiar (2006) constatou o
sorovar Shermani foi o terceiro mais frequente, precedido pelos sorovares Hardjo e
Wolffi Com a colecdo de antigenos ampliada por dez estirpes autéctones houve uma
alteracao no perfil dos sorovares mais provaveis encontrados no conjunto de animais
examinados tabela 3 e gréaficos 1 e 2. A segunda posi¢cao passou a ser ocupada pela
estirpe M4/84 do sorovar Guaricura, estirpe autoctone originalmente isolada por
Santa Rosa et al. (1980) em bovinos do Estado de S&o Paulo e posteriormente, por
Vasconcellos et al. (2001) em bdfalas no Vale da Ribeira, SP. Esta constatagéo
sugere a ocorréncia de reac0es cruzadas entre os sorovares Hardjo e Guaricura que
s6 poderao ser esclarecidas por novas investigacdes com isolamento e tipificacéo.

Persistindo na analise dos resultados apresentados na tabela 3, pode-se
verificar o comportamento das estirpes do sorovar Canicola empregadas no presente
estudo. De fato com a estirpe de referéncia houve apenas 23 animais (0,59%) em
gue o sorovar Canicola foi 0 mais provavel, contudo com a inclusdo de trés estirpes
autéctones deste sorovar LO1, LO4 e LO14, isoladas em Londrina, Parana
respectivamente de cdo, suino e bovino, o nimero de animais reatores passou a ser
de 186 (4,24%). Houve, portanto um aumento de 163 animais. A estirpe mais
freqlente dentre as trés autéctones empregadas foi a LO14 que contou com 122
animais reagentes (2,78%), esta estirpe foi isolada do rim de bovinos em
abatedouro, do Estado do Parand (ZACARIAS, 2008), isto sugere que a mesma
possa estar ocorrendo nos rebanhos bovinos do Pais.

Nos graficos de 3 a 10 sdo comparadas as proporcdes de reacdes
observadas para os sorovares mais provaveis por estado, pode-se observar, de um
modo geral, que com o emprego da colecdo de antigenos ampliada por dez estirpes
autoctones foram identificados animais reatores para o sorovar Guaricura e houve a
reducao na propor¢cdo de animais reatores para o sorovar Hardjo. Contudo especial
destaque deve ser dado para os resultados apresentados nos graficos 4 e 5
respectivamente de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, onde a presenca de animais
reatores para o sorovar autoctone, Guaricura superou a obtida com o sorovar Hardjo

de referéncia, no Estado do Mato Grosso esta diferenca foi significante do valor
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obtido para o sorovar Hardjo (p= 0,0001). e no Estado do Mato Grosso.do Sul a
despeito do valor absoluto ter sido superior para o sorovar Guaricura, a diferenca
observada com o sorovar Hardjo foi destituida de significado estatistico (p=.0,753).
A ocorréncia superior do sorovar Guaricura pode suscitar davidas quanto a eficiéncia
esperada para o controle da leptospirose com o emprego de bacterinas produzidas
com diferentes sorovares de um mesmo sorogrupo, contudo, Tabata et al. (2002)
constataram a existéncia de protecdo cruzada quando ensaiaram bacterinas
experimentais produzidas com os sorovares Hardjo, Wolffi e Guaricura.

A predominancia do sorovar Guaricura em cinco estados dos oito Estados
estudados, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo
distribuidas nas regibes Centro-Oeste e Sudeste e a pequena ocorréncia nos
Estados do Sul, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, sugere a possivel
existéncia de influéncias climéaticas ou mesmo de diferencas na suscetibilidade das
racas ou linhagens de animais exploradas em tais Estados. De fato o clima
predominante nos estados do sul é o temperado, enquanto no sudeste e centro-
oeste € 0 sub-tropical e as racas exploradas no sul sdo predominantemente
europeéias, enquanto no centro-oeste e sudeste predominam 0s cruzamentos com
racas zebuinas, indianas.

As proporcbes de 59,12% de animais sororeatores para leptospirose em
todas as propriedades examinadas com a colecao de 23 sorovares de leptospira de
referéncia e de 65,2% com a colecédo de 23 antigenos de referéncia e dez estirpes
isoladas no Brasil encontradas no presente estudo, foram proximas aos resultados
obtidos no Estado da Bahia por Doria e Santana (1976) 43%, por Caldas et al.
(1977) 51,8% , por Viegas et al (1986) 68,9%, por Favero et al. (2001) 61%, por
Oliveira (2008) 45,42%; no Estado de Mato Grosso por Madruga et al. (1980) 74,3%,
por Favero et al. (2001) 62,5%, por Tomich et al., (2007) 50,71% , por Tocantins
(2007) 57,93%; no Estado do Rio de Janeiro, por Lilenbaum e Santos (1995)
68,39%, Vasconcellos et al. (1997) 57,40%, Favero et al. (2001) 41,3%, por
Lilenbaum e Souza (2003) 46,9%; no Rio Grande do Sul por Brod et al. (1995),
70,42% em racas leiteiras com problemas reprodutivos, por Vasconcellos et al. 1997
70,22% ; no Estado de Sa&o Paulo, por Vasconcellos et al. (1997) 55,35%, por
Langoni et al. (2000) 45,56%, por Castro et al. (2008) 49,4%, no Estado de
Pernambuco por Oliveira et al. (2001) 47,63 %, por Tendrio et al. (2005) 57,7%; no
Estado do Para, por Negrdo (1999) 65,9%; no Estado de Minas Gerais por
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Vasconcellos et al. (1997) 53,90%, por Favero et al. (2001) 41,3% ; no Estado de
Mato Grosso do Sul, por Vasconcellos et al. (1997) 70,53%, por Favero et al. (2001)
62,3%, no Estado de Goias por Favero et al. (2001) (46,5%), no Estado do Parana
por Vasconcellos et al. (1997) 51,89%, no Estado da Paraiba por Lage et al. (2007),
32,39%. Contudo propor¢cdes de animais reatores superiores as encontradas no
presente estudo foram observadas, no Estado da Bahia por Caldas et al. (1993) e
Caldas et al. (1995/1996), em torno de 80%, por Viegas et al. (2001) entre 81,4% a
100%; no Estado de Goias por Juliano et al. (2000) 81,90% e por Moreira et al.
(2006) 81,1%; no Estado do Amazonas, por Homem et al. (2001) 97%; no Estado de
Séao Paulo, por Martins (2005) 88,4% e no Estado do Mato Grosso por Figueiredo
(2007) 98,8%. Estes valores confirmam a elevada taxa de infecgao por leptospiras

no rebanho bovino e destacam a importdncia em saude animal desta zoonose.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condicdes em que o presente estudo foi realizado

permitem a obtencao das seguintes conclusodes:

1) A colecdo de antigenos da SAM incluindo estirpes autéctones isoladas

2)

no Brasil propiciou o aumento significativo do numero de bovinos
identificados como reatores para a leptospirose.

Nao houve diferenca no numero de propriedades identificadas com
pelo menos um animal reator para a leptospirose segundo a colecao de
antigenos empregada na reacdo de soroaglutinacdo microscopica

aplicada a leptospirose.

3) Com a cole¢do de antigenos constituida por 23 sorovares de leptospira

4)

5)

de referéncia os trés sorovares identificados como mais provaveis em
bovinos de cinco Estados do pais (Goias, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Sdo Paulo e Parana) foram Hardjo, Shermani e Wolffi. Nos
Estados de Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, além
dos sorovares Hardjo e Shermani, a terceira colocagao foi
respectivamente, Grippotyphosa, Pomona e Australis.

Com a colecdo de antigenos constituida por 23 sorovares de
leptospiras de referéncia e dez autoctones, os trés sorovares
identificados como mais provaveis em bovinos de cinco Estados do
Brasil (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais e
Goias), foram Hardjo, Guaricura e Shermani. Nos Estados do Parana,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina entre os trés sorovares mais
provaveis além do Hardjo e Shermani foram incluidos,
respectivamente, Autumnalis, Australis e a dupla Grippotyphosa e
Pomona.

O sorovar Guaricura, estirpe do sorogrupo Sejroe isolada no Brasil de
bovinos e bufalos, ocupou posicdo de destaque como sorovar mais
provavel em rebanhos bovinos de cinco Estados do Pais (Mato Grosso,

Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias),
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APENDICE A - Propriedades do Estado de GOIAS, em que os bovinos foram
submetidos ao teste da SAM aplicada a leptospirose, segundo o

municipio de

localizacdo da propriedade, o cdédigo de

identificacdo e o numero de propriedades examinadas - S&o

Paulo - 2009

Cidade Cdbdigo da propriedade
Jatai 7
Cacu 8
ltaberai 9
Aporé 57
Mineiros 58
Mineiros 59
Mineiros 60
[tumbiara 76
[tumbiara 77
ltaberai 78
Itaberai 79
Sao Miguel do Araguaia 80
[tumbiara 81
Jussara 82
Santa Fé de Goias 83
Morrinhos 84
Bom Jesus de Goias 85
Morrinhos 86
Santa Fé de Goias 87
Quirinopolis 109

Total de propriedades

20




125

APENDICE B - Propriedades do Estado do MATO GROSSO, em que o0s
bovinos foram submetidos ao teste da SAM aplicada a

leptospirose,

municipio de localizacdo da

propriedade, o cdédigo de identificagdo e o numero (n° de
propriedades examinadas - Sdo Paulo - 2009

Cidade Cdbdigo da propriedade
Rondondpolis 18
Caceres 19
Barra do Garcas 20
Tangara da Serra 88
Céceres 89
Cuiaba 90
Barra do Garcas 91
Barra do Garcgas 92
Tapurah 93
Alta Floresta 94
Mirassol do Oeste 100

Numero de propriedades

11
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APENDICE C - Propriedades do Estado do MATO GROSSO DO SUL, em que
0s bovinos foram submetidos ao teste da SAM aplicada a
leptospirose, segundo o0 municipio de localizagcdo da
propriedade, o cédigo de identificagdo e o numero (n° de
propriedades examinadas - Sdo Paulo - 2009

Cidade Cdédigo da propriedade

Coxim 15

Miranda 26

Bodoquena 27

Aquidauana 68

Corumba 69

Agua Clara 70

Juinhema 71

Coxim 72

Camapua 73

Numero de propriedades 9
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APENDICE D - Propriedades do Estado de MINAS GERAIS, em que os bovinos
foram submetidos ao teste da SAM aplicada a leptospirose,
segundo o municipio de localizacéo da propriedade, o cédigo de
identificacdo e o numero (n°) de propriedades examinadas - Sao

Paulo - 2009
Cidade Cddigo da propriedade
Buritizeiro 12
Governador Valadares 13
Canapolis 14
Itambacuri 16
Jaiba 17
Paracatu 25
Paracatu 28
Bom Despacho 29
Patrocinio 38
Paracatu 39
Paracatu 40
Patrocinio 41
Trés Coracoes 42
Trés Coracoes 43
El6i Mendes 44
Belo Horizonte 56
Conquista 61
Carneirinho 62
Natalandia 95
Presidente Olegario 96
Numero de propriedades 20
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APENDICE E - Propriedades do Estado do PARANA, em que os bovinos foram
submetidos ao teste da SAM aplicada a leptospirose, segundo o
municipio de localizac&o da propriedade, o cédigo de identificacdo
e 0 nimero (n° de animais examinados. Sdo Paulo, 2009

Cidade Caodigo da propriedade
Campo Bonito 1
Cafeara 2
Porecatu 3
Rio Branco do Ivai 4
Palmital 5
Congonhinhas 6
Londrina 10
Apucarana 11
Quedas de Iguacu 21
Castro 45
Castro 46
Palmeira 47
Palmeira 48
Palmeira 49
Carambei 50
Castro 51
Carambei 52
Arapoti 53
Paranavai 54
Campo Mourédo 55
‘Numero de propriedades 20




129

APENDICE F- Propriedades do Estado do RIO GRANDE DO SUL, em que 0s
bovinos foram submetidos ao teste da SAM aplicada a leptospirose,
segundo o municipio de localizagcdo da propriedade, o codigo de
identificacdo e o numero (n°) de propriedades examinadas. S&o

Paulo, 2009
Cidade Codigo da
propriedade
Pelotas 102
Bage 103
Sao Sepe 104
Séo Borja 105
Sao Borja 106
Uruguaiana 107
Sao Francisco de Assis 108
Numero de propriedades 7




APENDICE G
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Propriedades do Estado de SANTA CATARINA, em que os
bovinos foram submetidos ao teste da SAM aplicada a
leptospirose, segundo o0 municipio de localizagcdo da
propriedade, o cédigo de identificagdo e o numero (n° de
propriedades examinadas. Sao Paulo, 2009

Cidade

Caddigo da propriedade

Antonio Carlos
Santiago do Sul

97
101

NUmero de propriedades 2
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APENDICE H Propriedades do Estado de SAO PAULO, em que os bovinos
foram submetidos ao teste da SAM aplicada a leptospirose,
segundo o municipio de localiza¢do da propriedade, o cédigo de
identificacdo e o numero (n°) de propriedades examinadas. S&o

Paulo, 2009.
Cidade Cddigo da propriedade
Descalvado 22
Mococa 23
Cravinhos 24
Avai 30
Lins 31
Paranapua 32
Val Paraiso 33
Euclides da Cunha 34
Colébmbia 35
Sao Sebastiao 36
Castilho 37
Presidente Venceslau 63
Martinopolis 64
Campinas 65
Presidente Venceslau 66
Santo Antonio da Alegria 67
Reginopolis 74
Jau 75
Lins 98
Presidente Venceslau 99

Numero de propriedades

20




APENDICE | - Sorovares de leptospira mais provaveis identificado em bovinos submetidos ao teste da SAM, com a colecao
de 23 antigenos de referéncia, segundo o Estado de origem. Colheitas efetuadas de marco de 2004 a maio de
2005 - Sao Paulo - 2009.
Hardjo Shermani Wolffi Grippotyphosa Pomona Autumnalis Australis Hebdomadis | Icterohaemorrhagiae | Pyrogenes | Castellonis
ESTADO
SOROVAR
Freqliéncia Fregliéncia | Freqliéncia Freqliéncia Frequéncia | FreqUéncia | Frequéncia | Frequéncia Fregliéncia Freqgliéncia | Freqiiéncia
Goias *367/765 140/765 63/765 43/765 37/765 24/765 24/765 6/765 14/765 15/765 2/765
Mato Grosso 157/474 84/474 81/474 42/474 30/474 21/474 13/474 5/474 3/474 21/474 3/474
Mato Grosso do Sul 194/437 112/437 70/437 11/437 0/474 6/437 12/437 11/437 8/437 71437 21437
Minas Gerais 349/708 131/708 56/708 68/708 27/708 13/708 13/708 16/708 6/708 5/708 2/708
Parana 121/427 91/427 31/427 11/427 20/427 71/427 12/427 11/427 41427 4/427 4/427
Séo Paulo 348/708 168/708 65/708 39/708 22/708 16/708 71708 9/708 7/708 8/708 3/708
Santa Catarina 52/113 23/113 6/113 1/113 16/113 1/113 8/113 1/113 0/113 2/113 0/113
Rio Grande do Sul 80/244 26/244 14/244 3/244 14/244 9/244 35/244 3/244 5/244 13/244 20/244

* Numero de animais reatores com titulo mais elevado para o sorovar pelo nimero de animais em que houve reagdo com titulo mais elevado para um sorovar. Os animais em que houve titulo mais
elevado idéntico para dois ou mais sorovares foram eliminados desta analise.
SAM= microtécnica de soroaglutinacdo microscopica

cel



APENDICE J Sorovares de leptospira mais provaveis identificado em bovinos submetidos ao teste da SAM, com a colec¢éo
de 23 sorovares de referéncia mais dez estirpes isoladas no Brasil, segundo o Estado de origem. Colheitas
efetuadas de marco de 2004 a maio de 2005. S&o Paulo, 2009
ESTADO Hardjo Shermani Wolffi Grippotyphosa | Pomona | Autumnalis | Australis | Castellonis | Guaricura I?&r;\/gr;z)a iigizl)a Canicola (LO4) Canicola (LO1)
SOROVAR
Goias *332/824 122/824 | 44/824 33/824 27/824 19/824 23/824 21824 73/824 12/824 | 60/824 19/824 1/824
Mato Grosso 101/653 65/653 | 27/653 33/653 18/653 15/653 4/653 1/653 317/653 2/653 19/653 21/653 1/653
Mato Cgl‘j‘lsso do | 151531 89/531 | 19/531 4/531 0/531 5/531 7/531 1/531 188/531 0/531 6/531 7/531 12/531
Minas Gerais 290/748 124/748 | 43/748 49/748 20/748 10/748 4/748 21748 107/748 | 29/748 | 15/748 3/748 21748
Parana 117/454 88/454 | 26/454 11/454 9/454 68/454 13/454 3/454 33/454 10/454 4/454 3/454 0/454
S&o Paulo 253/816 143/816 | 34/816 30/816 6/816 15/816 5/816 4/816 249/816 | 24/816 | 12/816 2/816 5/816
Santa Catarina 51/109 23/109 5/109 0/109 12/109 1/109 8/109 0/109 1/109 0/109 1/109 0/109 0/109
Rio Grande do 65/253 23/253 | 11/253 3/253 13/253 9/253 36/253 19/253 18/253 4/253 5/253 12/253 0/253

Sul

* NUumero de animais reatores com titulo mais elevado para o sorovar pelo nimero de animais em que houve reacédo com titulo mais elevado para um sorovar. Os animais em que houve titulo mais elevado
idéntico para dois ou mais sorovares foram eliminados desta analise.
SAM= microtécncica soroaglutinagcéo microscopica

eer
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ANEXO A - Tamanho da amostra para detectar uma porcentagem de (1-50%) de
reatores em populacédo de diferentes tamanhos e probabilidade de 99%

Tamanho | Prevaléncia (%), ou porcentagem maxima permitida de reatores no grupo
o L 1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50%
100 99 90 78 68 59 36 19 13 9 7
200 180 136 106 86 73 40 20 13 9 7
300 235 160 119 94 78 41 20 13 9 7
400 273 160 119 94 78 41 20 13 9 7
500 300 183 131 1 83 42 21 13 9 7
1000® (368|204 | 141 07 D 86 43 21 13 9 7
5000 438 | 223 149 112 89 44 21 13 9 7
Infinito 459 | 228 152 113 90 44 21 13 9 7

Segundo a férmula: * Probabilidade (%) = (1- x)", onde o x= prevaléncia e o n= tamanho da
amostra testada para populagoes infinitas (FAINE, 1982)



ANEXO B — FORMULA DO TESTE DE MCNEMAR (LATORRE, 2008)

Teste de McNemar , utilizado quando a variavel é qualitativa dicotémica
A amostra é a mudanca
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Antes
Depois Negativo Positivo
Positivo a b
Negativo c d
a+c b+d

Ho: os individuos “nao mudaram”
Ha: os individuos “mudaram”
mudancga: aed

ndo mudanga: bec

X? = 3(0- E)% considerando nimero de moficagdes “esperadas”: 1/2 (a + d)
E

X*(|a-d|-1)%, = X®com 1grau de liberdade,
a+d com correc¢ao de continuidade (Yates)





