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RESUMO: Esta pesquisa teve como objetivo verificar a soroprevaléncia da leptospirose e demonstrar a presenca
de leptospiras em amostras de urina e rins de bovinos abatidos no matadouro da Cooperativa e Industria Pecudria
do Pard (SOCIPE), provenientes de seis municipios do Estado do Par4, Brasil, no periodo de agosto de 1998 a
abril de 1999. Foi feita pesquisa sorolégica pelo teste de soroaglutinagdo microscépica, utilizando-se 27 cepas
de antigenos vivos para detec¢@o de anticorpos antileptospiras, sendo a diluicdo méxima pesquisada de 1:800. A
demonstrac@o direta de leptospiras foram feitas pelos métodos de impregnac@o pela prata em amostras de rim,
e de colorag@o de Vag6 em amostras de urina e rim. Foram analisadas 131 amostras de soro, 107 de urina e 131
de rins de sete rebanhos (seis municipios), sendo que 102 (77,8%) mostraram-se positivas sorologicamente a
pelo menos um sorovar e todos os rebanhos foram reagentes. A porcentagem de soropositividade nos rebanhos
variou de 45 a 90%. O sorovar de maior prevaléncia nas amostras pesquisadas foi hebdomadis reagindo em
41,2%, seguido de hardjo com 33,6%, andamana e bratislava com 12,9% cada, patoc com 7,6% e pomona e
sejroe com 6,8%. Os outros sorovares reagiram em menos de 4% cada um. O titulo de 800 foi encontrado nos
sorovares hardjo, hebdomadis, andamana, pomona e javanica. O titulo de 400 foi encontrado nos sorovares
djasiman, patoc e sejroe e de 200 em bratislava, castelonis, saxkoebing, shermani, pyrogenes, tarassovi e australis.
Os sorovares canicola, cynopteri, wolffi, ballum, icterohaemorrhagiae e celledoni s6 reagiram com titulo de 100.
Os outros sorovares nao reagiram em nenhuma amostra. A demonstrago direta de leptospiras pelo método de
coloragdo de Vagé em amostras de urina mostrou 29,9% (32/107) de positividade, enquanto que em amostras de
rim foi de 24,4% (32/131) de positivas. Pelo método de impregnagéo pela prata em amostras de rim foi possivel
demonstrar leptospiras em 34,7% (42/121) das amostras pesquisadas.

TERMOS PARA INDEXACAO: Leptospirose, Bovino, Aglutinagdo Microscépica, Coloracdo de Vagé,
Impregnacdo pela Prata.

LEPTOSPIROSIS ON SLAUGHTERHOUSE ANIMALS IN STATE OF PARA

ABSTRACT: This research was aimed to verify the seroprevalence of leptospirosis as well as to show the
presence of leptospira in the slaughterhouse samples picked out at random from some counties of Par4 State,
Brazil. The serological research was carried out through microscopic agglutination test, using 27 strains of live
antigens. The direct demonstration of leptospires through the silver impregnation method on kidney samples
and through the Vagé method on urine and kidney samples was also performed. Out of the 131 samples studied
from seven herds 102 (77,8%) showed positive to at least one serovar. The percentage of positivity in herds was
45 t0 90%. The serovar that showed the highest prevalence was the hebdomadis which reacted in 41,2%, followed
by the hardjo in 33,6%, the andamana and bratislava in 12,9%, the patoc in 7,6%, the pomona and sejroe in
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6,8%. The other serovars reacted in less than 4%. The maximum title studied was of 800, found in the serovars
hardjo, hebdomadis, andamana, pomona and the javanica. The 400 title was found in the serovars djasiman,
patoc and sejroe while the 200 title was found in the bratislava, castelonis, shermani, saxcoebing, pyrogenes,
tarassovi and the australis. The 100 title was found in the serovars canicola, cynopteri, wolffi, ballum,
icterohaemorrhagiae e celledoni. Other serovars not reacted. at a maximum title of 100. The Vagé coloring
method on urine samples for direct exposure of leptospires presented a 29,9% (32/107) positivity rate, whereas
in kidney samples this rate was 24,4% (32/131). By means of the silver impregnation method on kidney samples,
it was possible to detect leptospires in 34,7% (42/121) of studied samples.

INDEX TERMS: Leptospirosis, Bovine, Microscopic Agglutination, Vigé Coloring, Silver Impregnation.

1 INTRODUCAO

A leptospirose bovina € uma doenga
infecciosa de grande importancia por ser
zoonose e por ocasionar perdas econdmicas
elevadas. E causada por bactérias do género
Leptospira. As leptospiras patogénicas estao
agrupadas em 26 sorogrupos que sdo formados
por sorovares, e estes sdo determinados de
acordo com caracteristicas antigénicas
cruzadas. Os sorovares sdao as unidades
taxondmicas e sdo caracterizados por
apresentarem padrdes de absorcdo da
aglutinacio, tendo sido descritos 255 sorovares
(Ellis, 1995). Os sorovares que causam maiores
danos em bovinos sdo: hardjo, pomona,
icterohaemorrhagiae, grippotyphosg, sejroe €
bratislava, sendo que o tinico que é adaptado
aos bovinos € o hardjo (Ellis & McDowell,
1993).

A leptospirose bovina apresenta
distribui¢do mundial, ocorrendo em qualquer
idade e em ambos os sexos. As regides tropicais
e subtropicais sao mais favordveis a infecgéo,
onde a leptospira, em ambientes imidos pode
sobreviver por longos periodos, aumentando a
oportunidade de exposi¢ao e contaminagdo dos
animais susceptiveis (Acha & Szyfres, 1986).
A principal fonte de contaminacé@o € a urina
infectada, podendo ser também o leite,
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corrimento uterino € o sémen contaminados
(Ell1s, 1994).

As perdas reprodutivas sdo os mais
importantes aspectos da leptospirose em
bovinos (Ellis & McDowell, 1993), que se
caracterizam por abortamentos, natimortos,
diminuicao da producio l4ctea, taxas reduzidas
de concepcdo e infertilidade (Ellis, 1994;
Lilenbaum et al.,1995; Dhaliwal et al., 1996).
O abortamento pode ocorrer em qualquer
estagio de gestacdo, dependendo do sorovar
infectante, e geralmente, ocorre de uma a doze
semanas apos a fase aguda (Ellis, 1994).

O diagnéstico da leptospirose € feito pela
demonstragdo direta ou indireta da leptospira
(Ellis & McDowell, 1993), em que se pesquisa
a presenca na urina, rins e, eventualmente, no
sangue, ou de anticorpos antileptospiraé NO SOro
do animal, respectivamente (Smith et al., 1994).
O teste sorolégico padrdo para o diagndstico
da leptospirose € o teste de Soroaglutinacdo
Microscépica (SAM), por ser sorovar-
especifico e apresentar alta sensibilidade e
especificidade. E necessério utilizar antigenos
vivos, de cepas representantes de todos os
sorovares que ocorrem na regiao (O.1LE, 1996).

Como na Regido Amazoénica o indice
pluviométrico e a umidade do ar sdo elevados
e a média anual da temperatura ambiental € de
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30°C, ha grande favorecimento desta doenca,
pois aumenta a oportunidade de sobrevivéncia
da leptospira fora do hospedeiro, e, assim, a
contaminag¢do de outros animais (Acha &

Szyfres, 1986). Contudo. hi escassez de dados

epidemioldgicos e bacteriol6gicos referentes a
leptospirose bovina na Regido Norte,
Justificando esta pesquisa.

Os objetivos deste trabalho foram estimar
a prevaléncia sorolégica da leptospirose bovina
e demonstrar a leptospira em amostras de urina
e de rins de bovinos abatidos em matadouro,
provenientes de sete rebanhos no Estado do
Para - Brasil.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Foram analisadas 131 amostras de soro,
urina e rins de bovinos abatidos no matadouro
da Cooperativa e Indistria Pecudria do Pard
(SOCIPE), pertencentes a sete rebanhos de seis

municipios do Estado do Par4 (Tabela 1), no
periodo de agosto de 1998 a abril 1999. Todos
os rebanhos sdo de histéria desconhecida de
abortamentos e infertilidade.

25 METODOS

2.2.1 Coloracao de Vagé (CV) de acordo
com Varga (1998)

Foram analisadas 107 amostras de urina
e 131 de rins. As amostras de urina foram
colhidas diretamente da bexiga com seringa de
3 ml descartdveis. Foram centrifugadas a 5 000
rpm durante 30 minutos. Do sedimento foram
preparados esfregagos em laminas de vidro
para microscopia e deixados secar a
temperatura ambiente. Foi colhido um 16bulo
renal de cada animal e acondicionado em saco
plastico para o transporte, sendo preparados
esfregacos de macerado renal com solugio
salina a 0,85% na propor¢do de 1:10, em
laminas de vidro para microscopia e deixados

Tabela 1 - Resultados das técnicas utilizadas para o diagndstico de leptospirose em amostras de
soro, urina e rins de bovinos abatidos e procedentes de municipios paraenses, segundo os rebanhos

e o método de deteccao. Belém, 2000.

i SAM : S C(;I;sr'g;ﬁé’dé ‘}égé; 0 _,.Y.Impregnag?iyo p:eilév':*
e e T Rim = o e
Rebamhos | N + % | N + % | N + % N O+ %
T 24 20 833 | 24 8 333 | 24 9 375 | 24 12 50
Chaves 20 9 45 20 8 40 20 4 20 | 20 4 20
Irituia 10 9 90 10 2 20 10 1 10 * ; S
Santa Cruz do Arari 9 16 Ba2Z | 139 B8 1Bs| 18 2 165 | ® 5 263
Sio Félixdo Xingd 1 | 24 20 83,3 | ** 5 p 24 B 935 | & T 290
Sdo Félixdo Xingd Il | 23 19 826 | 23 5 21,7 | 23 10 434 | 23 7 304
Soure 11 9 B8 | 1 6 545 | 11 6 545 | 11 7 636
TOTAL 131 102 77,8 | 107 32 299 | 131 32 244 | 121 42 34,7

Nota: Sinais convencionais utilizados:
N = namero de amostras analisadas.

+ = ndmero de amostras positivas.
% = porcentagem de positividade.

* Grupos ndo examinados pela impregnagio pela prata
** Visualizagdo de grande quantidade de células espermaticas impossibilitando a pesquisa de leptospiras.
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secar 2 temperatura ambiente. Os esfregacos
de urina e de rins ndo foram fixados, porém
foram cobertos com soluc@o de mercuriocromo
em 4agua destilada na concentragao de 1:1 por
15 minutos e depois lavados em agua corrente.
A seguir foram cobertos com solucdo de
pioctanina em agua destilada na concentragao
de 1:1 por 15 minutos e lavados em adgua
corrente. Foram examinados em microsc6pio
Stico com lente objetiva 100x de aumento em
imersao.

2.2.2 Impregnacio pela prata (IP) de acordo
com o Método de Fontana-Tribondeau (Bier,
1994)

Foram analisadas 121 amostras de rins
fixados pelo formol a 10%, os quais foram
cortados em fragmentos de 2cm x 0,5cm e
lavados em 4dgua corrente por uma hora. Os
blocos foram parafinizados e cortados em
micrétomo na espessura de 5 a 6 m. A seguir
foram desparafinados e impregnados em
AgNO, (nitrato de prata) a 5% durante 4 horas.
Em seoulda foram colocados em laminas de
vidro para microscopia e cobertos com
laminula de vidro. Foram observados em
microscépio 6tico com lente objetiva de 40x
de aumento, e em casos duvidosos com lepte
objetiva de 100x de aumento em imersao.

2.2.3 Teste de Soroaglutinacido Microscopica
(SAM) de acordo com Galton et al. (1965)

Foram analisadas 131 amostras de soro.
O sangue foi colhido em tubo de ensaio de 204l
no ato da sangria do animal. Foi dessorado e o
soro foi armazenado em tubo Eppendorf e
estocado a —20°C até o momento da andlise.

Foram utilizados antigenos vivos dos 27
sorovares: pomona, hardjo, hebdomadis,
icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, sejroe,
bratislava, saxkoebing, canicola, tarassovi,
copenhageni, wolffi, brasiliensis, shermani,
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panama, australis, bataviae, ballum, pyrogenes,
javanica, andamana, celledone, cynopteri,
castellonis, djasiman, autumnalis e patoc.
Foram consideradas positivas as amostras que
reagiram em dilui¢des iguais ou superiores a
1:100, sendo que a maior dilui¢do pesquisada
foi a de 1:800.

Foi feita inicialmente a triagem, diluindo-
se cada soro na diluicdo de 1:50 em solug@o
salina a 0,85%, da qual foram retirados 50ul e
colocados em cada pogo da placa de
poliestireno, e em seguida adicionados 50ul de
antigeno, sendo a placa incubada em estufa
bacteriolégica por duas horas. Na leitura foi
observada a aglutinacdo, tendo sido
considerados positivos 0s soros que
aglutinaram 50% ou mais das leptospiras. Em
caso positivo foi feita a titulagdo, a qual fo1
procedida a partir da diluicdo de 1:100 em
solucdo salina a 0,85% com diluigdes
consecutivas e ao dobro até a maxima de 1:800.

3 RESULTADOS

Foram encontrados animais soropositivos
em todos os rebanhos e a freqiiéncia variou de
45% a 90% (Tabela 1 e Grifico 1). Das 131
amostras examinadas, 102 (77,8%) reagiram
,com pelo menos um sorovar de Leptospira
(Tabela 1). No geral, a positividade em cada
amostra examinada foi mais freqiiente para um
s6 sorovar, entretanto, existiram amostras que
reagiram com dois a cinco sorovares. Nao fo1
encontrado nenhum rebanho que tivesse reagido
a um so sorovar.

O sorovar hebdomadis foi o mais
soroprevalente com 41,2% seguido de hardjo
com 33,6%, andamana e bratislava com 12,9%,
patoc com 7,6%, pomona € sejroe com 6,8%,
saxkoebing com 3,8%, javanica, shermani e
tarassovi com 3% e djasiman com 2,3%. Os
outros sorovares reagiram em menos de 2%
das amostras analisadas (Tabela 2 e Gréfico 2).
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Acara

Chaves

pesquisado. Belém, 2000.

Tabela 2 — Diagnéstico de leptospirose em amostras de soro de bovinos abatidos e procedentes

Irituia

Santa Cruzdo Sio Félixdo Sio Félix do
Xingu I

Arari

s &
Rebanhos

Gréfico 1 - Identificacdo de leptospiras em amostras de soro, urina e rins de bovi
municipios paraenses, segundo a origem, o método de dia

Xingu I

Soure

nos abatidos e procedentes de
Znostico e os percentuais de detec¢do em cada rebanho

de municipios paraenses, segundo o nimero de amostras reagentes, a porcentagem (%) e a
variagao do titulo encontrado nos sorovares pesquisados. Belém, 2000.
ol Variacao A Variacao
Sorovar Amostras | % . Sorovar amostras | % ,
do titulo do titulo
reagentes reagentes
hebdomadis 54 41,2 100-800 ||castelonis 2 1,5 | 100-200
hardjo 44 33,6| 100-800 ||pyrogenes 2 1,5 | 100-200
andamana 17 12,9] 100-800 ||canicola 2 1,5 100
bratislava i) 12,9] 100-200 ||cynopteri 2 15 100
patoc 10 7,6 | 100-400 ||wolffi 2 1.5 100
pomona 9 6,8 | 100-800 ||ballum 1 0,7 100
sejroe 9 6.8 | 100-400 ||icterohaemorrhagiae 1 0,7 100
saxcoebing 5 3.8 | 100-200 ||celledoni 1 0,7 100
Javanica 4 3,0 | 200-800 ||grippotyphosa 0 - -
shermani < 3.0 [ 100-200 |(|brasiliensis 0 - -
tarassovi 4 3,0 | 100-200 ||autumnalis 0 - -
djasiman 3 2,3 | 100-400 ||bataviae 0 - -
copenhageni 3 1.5 100 panama 0 - -
australis 2 1.5 100-200
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Gréfico 2 - Diagnéstico de leptospirose em amostras de soro de bovinos abatidos e procedentes
de municipios paraenses, segundo a porcentagem de positivos nos sorovares reatores. Belém,

2000.

Os sorovares que reagiram com titulo de 800
foram hardjo, hebdomadis, andamana, pomona
e javanica. Os sorovares djasiman, patoc e
sejroe reagiram com titulo méximo de 400 e
bratislava, saxkoebing, shermani, tarassovi,
australis, castelonis e pyrogenes com titulo'de
200. Os sorovares canicola, cynopteri, wolffi,
ballum, icterohaemorrhagiae e celledoni s6
reagiram com titulo de 100. Os sorovares
grippotyphosa, brasiliensis, autumnalis,
bataviae e panama nao reagiram em nenhuma
amostra. (Tabela 2).

Pelo método de coloragdo de Vigd
mostraram-se positivas 32 (29,9%) das 107
amostras de urina analisadas e 32 (24,4%) das
131 amostras de rim foram positivas. Pelo
método de impregnagao pela prata, 42 (34,7%)
das 121 amostras de rim analisadas foram
positivas (Tabela 1).
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4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo
mostram que a maioria (77,8%) dos animais
examinados apresentaram anticorpos contra
Leptospira. A alta incidéncia nestes rebanhos
evidencia a leptospirose como infec¢do natural
nos rebanhos. Como a Regido Norte favorece
o aparecimento da leptospirose por apresentar
altos indices pluviométricos e de umidade, ndo
€ de surpreender o alto nimero de animais
infectados.

A porcentagem de reagentes de 77,8% das
amostras de soro analisadas foi superior aos
de Moreira (1982) e Lins et al. (1986) que
encontraram 38,8% e 9,3% de positividade,
respectivamente, em rebanhos bovinos no
Estado do Pard. Também foram maiores que
os dados obtidos em outros estados brasileiros,
como os encontrados por Giorgi et al. (1981)
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que pesquisaram em varios estados, inclusive
no Pard, Girio & Mathias (1989) em Sio Paulo;
Silva et al. (1994) em Minas Gerais, Rodrigues
et al. (1996) no Parand, Vasconcellos et al.
(1997) que pesquisaram em viarios estados
(Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Parand, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do
Sul) e Krahl et al. (1997) no Rio Grande do
Sul que encontraram 15,5%, 18,9%. 54.5%,
19.7%, 60,4% e 42% de soros positivos,
respectivamente. Reckziegel (1995) no Rio
Grande do Sul encontrou 51,4% de
soropositividade em 101 amostras de animais
de matadouro.

Apesar do sorovar hebdomadis ter sido
O mais prevalente nas amostras, em nenhuma
referéncia foi encontrado com incidéncia alta
e causando patologia em bovinos. O sorovar
hardjo € o de maior importancia em bovinos,
pois estes animais sdo seus portadores,
disseminando a infec¢do num rebanho (Ellis
& McDowell, 1993). Ellis (1994) e Dhaliwal
et al. (1996) o consideram o mais difundido e
causador de abortamentos em rebanhos
bovinos. A porcentagem de positivos para o
sorovar hardjo neste estudo é de conformidade
com a maioria dos inquéritos sorolégicos
realizados no Brasil e no exterior (Moreira,
1994; Lilembaum et al., 1995; Vasconcellos et
al., 1997, Ellis et al., 1982; Thiermann, 1983;
Feresu et al., 1996).

Um resultado surpreendente foi a
porcentagem positiva para os sorovares
andamana e patoc que reagiram em 12.9% e
7,6%, e com titulos de até 800 e 400,
respectivamente, pois sdo cepas consideradas
apatogénicas. Dados semelhantes nio foram
verificados por Lilenbaum et al. (1995),
Santana et al. (1997) e Vasconcellos et al
(1997), pois ndo encontraram reacdes positivas
para estes sorovares. Ndo € de surpreender a
porcentagem encontrada para bratislava de
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12,9%, que nos tltimos anos vem crescendo
no pais (Moreira, 1994; Vasconcellos et al,
1997). A porcentagem para pomona (9%) foi
maior que os achados de Brod et al. (1995) e
Vasconcellos et al. (1997) que encontraram 3%,
e 3,5%, respectivamente. Embora estes autores
considerem que o sorovar pomona nio
apresente porcentagem de reacdes significantes,
isto ndo estd de conformidade com os resultados
deste trabalho.

O sorovar sejroe reagiu em 6,8% das
amostras, nao estando de acordo com os
resultados de Ellis & Michna (1976) no Reino
Unido, que encontraram soropositividade em
47.5% de animais de matadouro. No Brasil,
Ribeiro et al. (1988) e Moreira (1982)
encontraram em 2,3% e 3,4% de soropo-
sitividade, respectivamente.

Os resultados obtidos para os sorovares
que sao considerados importantes na patologia
de bovinos (Ellis & McDowell, 1993) como
canicola (1.5%), icterohaemorrhagiae (0,7%)
e grippotyphosa (0%) estio de acordo com os
de Moreira (1982) e Moreira ( 1994). Todos os
outros sorovares pesquisados neste estudo
mostraram soropositividades insignificantes
(Tabela 2), como é relatado pela maioria dos
inquéritos realizados no Brasil (Moreira, 1994;
Lilenbaum et al.,1995; Santana et al.,
1997;Vasconcellos et al., 1997) e no Para
(Moreira, 1982).

Os resultados da impregnacio pela prata
de 34,7% de positivos de 121 amostras de rim
examinadas, foram superiores aos achados por
Reckziegel (1995) no Rio Grande do Sul, que
encontrou 26,7% de positivos pelo mesmo
método de 101 amostras pesquisadas, e de
Skilbeck et al. (1988) na Austrélia, que
pesquisaram 218 amostras renais e
encontraram 0,91% de positividade. Esta
técnica mostrou maior sensibilidade que a
coloragido de Vagé (Tabela 1 e Grifico 1).
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A coloracdo de Vagé também mostrou
porcentagens significantes. As amostras de
urina analisadas por esta técnica demonstraram
29.9% de positividade e as amostras de rim
24 49%. A sesquisa nas 1aminas com esfregagos
renais foi mais dificil, por serem mais
concentrados, dificultando a identificacdo da
leptospira. A coloragdo de Vagd em amostras
de urina pode ser utilizada como método de
diagnéstico de rotina, podendo ser utilizada para
diferentes espécies animais, pois € pratico,
rapido e de baixo custo

No Grafico 1 é possivel observar os
resultados de positividade dos métodos
empregados nos rebanhos analisados. A
amostragem destes rebanhos € de animais de
histéria desconhecida quanto ao manejo de
vacinacdo. O rebanho de Chaves mostrou menor
porcentagem de reagentes no resultado
sorolégico. talvez porque a amostragem possa
ter sido de animais vacinados.

A vacina utilizada na regido Norte contém
os sorovares hardjo, pomona, grippotyphosa,
icterohaemorrhagiae e canicola. Dentro desta
composi¢io somente hardjo mostrou resultados
significantes, havendo necessidade de reavaliar
quais os sorovares necessarios na formulacao
da vacina para prevenir a leptospirose na regiao,

pois, provavelmente, muitos destes animais,ndo

foram vacinados.
5 CONCLUSAO

a) A leptospirose bovina encontra-se bastante
difundida nos rebanhos pesquisados, variando
de 45 a 90% de soropositividade.

b) O método de impregnacdo pela prata
mostrou-se mais trabalhoso, apresentando
maiores dificuldades na visualizagdo das
leptospiras, embora demonstrasse porcentagem
de positividade maior que o CV.

¢) O método de CV em amostras de urina
mostrou-se ttil, podendo ser utilizado como
diagnéstico de rotina da leptospirose.
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