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1. INTRODUCAO

As leptospiroses sao infecgdes que afetam o homem
e os animais, domésticos e selvagens.

0s bovinos sao incluidos, com destaque, entre o0s
suscetiveis.

Sob o ponto de vista econdmico & de grande importdn -
cia a leptospirose bovina, pois estd relacionada com aborto,
surtos de mastite e, conseqiientemente, queda na producao de
leite.

Nos bezerros ha pirexia, ictericia, hemoglobiniria e
anemia, com alta morbidade. A mortalidade atinge 90%.

Por se tratar de uma zoonose, muito encontrada na
espécie humana e descrita como doenca de Weil, febre canicola,
febre dos pantanos, febre de Hasami, doenga de Weil indonési-
ca, febre dos arrozais, febre dos canaviais, manukayami, febre
dos sete dias, leptospiroses febrilis ictérica infecciosa, doen-
cas dos tratadores de porco, febre pré-tibial ou de Brag(BURROWS
et alii, 1965) assume grande interesse em saude publica.

Sua importancia social e economica aumenta em arcas
onde sec erradicaram ou esta em vias de erradicagao a brucelose
bovina.

No ambito internacional a prevaléncia oscila entre

28,2 a 67,0% nas diveras regices onde se procurou diagnosticar



a doenca (CAFFAREMA et alii, 1968; GENIS et alii, 1969 ; MICHNA,
1971 ; CORBOULD, 1971).

No RBrasil sao relativamente poucos os trabalhos pu-
blicados. No entanto, podemos afirmar que a taxa de prevalen-
cia esta compreendida entre 3,4 e 28,3% (FREITASetalii, 1957;
GUIDA & BARROS, 1958; GUIDA et alii, 1959; SANTA ROSA et alii,
1961a; BARBOSA, 1962; SANTA ROSA et alii, 1969; CORDEIRO, 1973 ;
REIS et alii, 1973).

0 presente trabalho objetiva o encontro da prevalén-
cia da leptospirose em vacas, de ragas leiteiras e em plecna
lactagao, do rebanho da Fazenda Federal de Pedro Leopoldo, Mi-
nas Gerais (Brasil), e verificar a possivel eliminagao do agen-
te pelo leite, com base nos titulos obtidos através da prova
soroldgica de microaglutinagdo ridpida e provas bacteriolégicas
Como objetivos secundarios procurar-se-a estabelecer correla -
Gao entre estes dados e a vida reprodutiva dos animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

A primeira suspeita de que espiroquetas fossem res-
ponsaveis por doengas em bovinos foi levantada por SARGENT et
alii (1919), que assinalaram uma 'febre hemoglobinirica", dis-
tinta da piroplasmose, em bovinos, na Argélia.

MICHIN § AZINOV (1935), no Caucaso isolaram, pela
primeira vez, leptospira de cultura de sangue puncionado do co-
racao de bezerro que morrera com hemoglobindria.A essa leptos-
pira foi dado o nome de Leptospira ictenchaemoglobinunae ou L. vitulorun .

TERSKIKH (1940) estudando uma amostra de espiroque-
ta isolada na Riissia, de uma vaca, verificou a semelhanga e-
Xistente entre esta amostra e a L. gaippothyphosa, responsavel
pela "febre dos pantanos', doenga humana também freqtiente na
Rissia.

JUNGHER (1944) constatou a presenga de leptospirose
em bovinos, nos Estados Unidos, estudando trés animais de um
rebanho leiteiro. As vacas apresentavam anorexia, temperatura
subnormal e evidéncia de congestao pulmonar. Através da colo-
racao de Levaditti verificou-se a presenga de organismos argen-
tofilicos com formas semelhantes & leptospira.

BERNKOPF (1946) pesquisando em Israel, diagnosticou
cpidemia em bovinos devido & L. grippetyphosa.



NIKOLAJEV (1946) descreveu surto epidémico, em bo-
vinos, causado por Leptospira grippotyphosa, na Rissia.

BAKER & LITTLE (1946) relataram o primeiro isolamen-
to do agente ctiologico das leptospiroses em bovinos nos Esta-
dos Unidos e, subseqillentemente, o microorganismo foi identifi-
cado como sendo L. pomona.

QUEVEDO & QUEVEDO (1947) notificaram surto de Ilep-
tospirose em bovinos, ocorrido em Tandil, Argentina. A doenga
se caracterizou por hemoglobiniria, ictericia e teve como agen-
te etioldgico, a L. dicterchaemoarhagiae.

BAKER & LITTLE (1948) observaram espiroqueta nao i-
dentificada no fluido coriocalantdoide de embrido de galinha, i-
noculado com sangue de cobaia, o qual fora inoculado com leite
origindrio de ubere anormal, e reproduziram, em condigdes ex-
pPerimentais, a doenca em uma vaca lactante.

REINHARD (1951) mostrou que as leptospiras estao bas-
tante disseminadas nos rebanhos bovinos dos Estados Unidos da
América do Norte.

BOHL § FERGUSON (1952), também nos Estados Unidos,
verificaram que 3,5% de 352 bovinos eram sorologicamente posi-
tivos para L. pomona.

SMITH & PERRY (1952) demonstraram, pela primeira vez,
a existéncia de leptospirose no Canada, através de coloragao de
tecidos de rins, de touros que morreram, provavelmente de lep-
tospirose.

VARELA et alii (1958) notificaram, através de pro-
vas sorologicas, casos de leptospirose bovina no México.

HOAG § BELL (1954) descreveram a ocorréncia natural
de um caso de meningite em bovino, verificando que se tratava
do sorotipo pomona. O titulo obtido atingiu a 1:102.400. Sin-
tomas clinicos assinalados: febre, rigidez do passo, conjunti-
vite bilateral, excessiva salivagdo e expressao facial altera-
da.

KIRSCHNER § MAGUIRE (1955) e KIRSCHNER et alii (1957)

demonstraram que o leite normal de bovinos possui efeito anti-



leptospira, o qual impede a possibilidade de veiculacio de lep-
tospira pelo mesmo.

VAN der HOEDEN (1955) utilizou o soro licteo de ca-
bra na investigacao de anticorpos contra leptospiras, obtendo
bons resultados.

VAN der HOEDEN (1955a) encontrou endemias, bem como
surtos esporadicos de infecgdo por L. canicola, em Israel. Os
animais apresentavam febre, anorexia, redugdo na produgdo de
leite, debilidade, fraqueza, ictericia e hemoglobindria.A per-
da de peso nos bezerros foi bastante acentuada.

BORG-PETERSEN & FENNESTAD (1956) reportaram que 6,0
a 7,0% do rebanho bovino dinamarqués, de um ano de idade, apre-
sentavam titulo para o sorogrupo sefroe-saxkoebing e o nivel
de anticorpos era de 1:100 a 1:3.000. Interpretavam titulos de
1:100 com indicagao de infeccdo presente ou passada, sem que
houvesse necessariamente aborto.

MOORRE & RICE (1956) constataram a presenga de an-
ticorpos anti-leptospira por exames soroldgicos ( fixacao de
complemento ) usando antigeno para L. pomena. A incidéncia foi
em torno de 6,0% num total de 1.001 animais examinados, de 45
rebanhos, em Ontario e Quebec, no Canadi.

FERGUSON et alii (1957) demonstraram que 12 bovinos
inoculados com L. pdmona, via intramuscular, todos apresenta-
Vam a doenga. Um animal de um ano adoeceu rapidamente morrendo
no sétimo dia apds a inoculacgfo. As lesdes, nesse animal, fo-
ram tipicas de leptospirose. De nove vacas em gestacdo, trés a-
bortaram 19, 20 e 47 dias apds a exposicao a L. pemona.

FISH & GRINGER (1957) nD'Canadé, investigaram cinco rebanhos
bovinos e apenas em um foi isolado o microorganismo. 0 diag-
nostico foi baseado em exames clinicos e soroldgicos. No reba-
nho "A", foram colhidas amostras de sangue dos animais que abor-
taram. Todas foram positivas para L.pomona com um titulo mini-
mo de 1:10.000. No rebanho "B", verificou-se quatro abortos que
ocorreram em estégins diversos. Estes.animais apresentaram ti-

tulo de anticorpos bem elevado. O sorotipo presente foi a L.



pomona. 0 isolamento do germe nao foi tentado. No rebanho "C",
a doenca foi encontrada em bezerros. Os animais adultos nio fo-
ram afetados. Os sintomas eram de marcada hemoglobinlria, de-
pressdo, tremores e anorexia, seguido por morte 18 horas apos
os primeiros sintomas. Material foi inoculado em animais de la-
boratdrio, isolando leptospira. Mais tarde constatou-se a pre-
senca de aglutininas anti-leptospira pomona. No rebanho "D", 0s
primeiros sintomas foram queda na produgdo de leite, mastite
branda, acompanhada de fraqueza e ligeira anorexia, mas nao ha-
via hemoglobiniria e nao houve mudancgas consideriaveis do leite.
Alguns dos animais mostraram debilidade. Sorologicamente todos
os animais foram positivos para a L. sejore. No rebanho "E", a
primeira evidéncia de doenga foi o aborto seguido de hemoglo-
bindiria, anorexia e pirexia, com temperatura aumentada para 42°
C. Houve baixa producio de leite e titulos altos de anticorpos
no lacteo-soro.

BOULANGER et alii (1958) examinando 20 rebanhos bo-
vinos, no Canada, com problemas reprodutivos, verificaram que
seis desses rebanhos apresentavam leptospirose. Em quatro ou-
tros, reacoes sorolégicas foram obtidas, mas nio correlaciona-
das com dificuldades reprodutivas. Reagdes sorologicas e iso-
lamento indicaram que, na maioria desses rebanhos infectados,
o sorotipo pomona estava presente. Também foram obtidas, em uns
poucos rebanhos, reagées com L. sejfrce.

HENGL et alii (1958), na Hungria, descreveram mas-
tite como uma das manifestagdes de infecgao em bovinos por L.
pomona ou L. hyos. Eles reproduziram a doenga experimentalmen-
te e isolaram o microrganismo do leite, dias apds a inoculagdo

TURNER et alii (1958) isolaram o sorotipo candicola
da urina de bezerro doente, com dois dias de idade.

BYRNE § CHAMBERS JR (1959) trabalhando com 15 dos 23
distritos do Estado de Maryland, examinaram 1.998 -bovinos de
128 rebanhos. Verificaram que 25% do total de soros e 66% dos
rebanhos trabalhados foram positivos, & diluigao de 1:100 ou
mais, contra um ou mais antigenos empregados. Estes autores

.



trabalharam com sete sorotipos.

JONES (1959) trabalhando com 25.663 bovinosde 1.665
rebanhos, encontrou 332 positivos. A incidéncia foi de 1,3% em
termos globais, enquanto que em rebanhos isolados foi de 7,4%.
Este trabalho foi rcalizado em Indiana, nos Estados Unidos.

MITCHELL & BOULANGER (1959), no Canada, através de
exames bacterioldgicos e soroldgicos em dois rcbanhos com sur-
to de mastite atipica, atribuiram sua etiologia a L.pemena. O
microrganismo foi isolado do leite de duas vacas de um desses
rebanhos.

CLARK et alii (1960) isolaram leptospiras a partir
do sangue de animais que apresentavam anorexia, marcada hipo-
galaxia e temperatura aumentada de 38 para 409C. A doenca ex-

perimental foi obtida através da inoculacdo de trés gotas de
sangue colhido, assepticamente, de bovinos que apresentaram ti-

tulos sanguineos de 1:400 ou mais.

MITCHELL et alii (1960) verificaraﬁ. no Canada, que
além da L. pomona existiam outros sorotipos de leptospiras.Is-
to foi demonstrado através de reagdes de aglutinagio-lise de 20
amostras de soro que reagiram positivamente para o sorogrupo
hebdomadis. Leptospira foi, também, observada microscopicamen-
te nas secgoes de rins de hamsters inoculados com urina de trés
bovinos infectados. Reagaes soroldgicas para L. sefxce foi ve-
rificada cm cobaios inoculados com urina e leite anormal. Uma
mastite atipica foi provocada em novilha, em lactacao ativa ,
pela inoculac¢do intramamaria de leite anormal. Esse animal de-
senvolveu a formac¢ao de anticorpos para L. sejcre.

ROTH & GALTON (1960) descreveram o isolamento e i-
dentificagao de L. hardjo de bovinos, na Louisiania, nos Esta-
dos Unidos, usando antigenos no grupo hebdewmadis. Mostraram a
relagao antigénica existente entre os sorotipos hardjoe sefroe
em animais natural e experimentalmente infectados com os res -
pectivos sorotipos.

BURKI & WIESMANN (1963), na Suiga, encontraram an-
ticorpos anti-pomona, grdippotyphosa, australis, hyos e sejroe

em soro de vacas que abortaram.



STOENNER et alii (1963) encontraram manifestagao so-
rologica causada por infecgao por L. pomona em —vaca leiteira
que apresentou os seguintes sintomas: febre, anemia, hemoglo-
binliria e Gbere flacido com ligeira coloragao do leite. Nos
dias seguintes, sintomas de meningite apareceram na forma de
retracdo da cabega e pescoco para um lado, movimentos circula-
res, salivacgao, espasmos dos musculos dos membros, escapula e
pescoco e, a seguir, movimentos pedalativos dos membros. Ne-
cropsia revelou ictericia, figado aumentado com necrose centrolo-
bular e petéquias nos rins e no pericirdio. L. porona foi iso-
lada do fluido cérebro-espinhal da vaca e também do figado e
rins do feto.

BODI et alii (1964) relataram que, na Hungria, 72,4%
de 105 vacas leiteiras eram positivas para o sorotipe grippotyphosa.
‘Vinte dessas vacas (19,0%) apresentaram febre, anorexia, fra-
queza, queda na producao do leite, hemoglobinliria, ictericia e
necrose da pele.

KEAST et alii (1964) examinaram 1.458 rebanhos, na
Australia, dos quais 7.304 animais foram trabalhados. Desses
rebanhos 333 ou 23,0% apresentaram reacles com titulo de 1:300
ou superior. Isso demonstrou que a leptospirose & endémica em
algumas regioes daquele pais. Essa pesquisa foi realizada em um
periodo de 10 anos e o aborto foi o sintoma mais comum. Foram
encontrados, também em grande escala, icterohemoglobiniria em
bezerros nos rebanhos infectados. Mastite nao foi freqgllentemente
encontrada.

SPRADBROW (1964) examinando 464 soros de bovinos, na
Australia (Queensland), usando 13 sorotipos de leptospiras, en-
controu os seguintes resultados: 11,4% reagiram para L. hyos e
9,5% para L. pomona em uma diluigcao de 1:100 ou maior. Uma
alta percentagem de animais em um rebanho possuia anticorpos
contra o sorogrupo hebdomaddis.

VAN der HOEDEN (1964) descreveu, em Israel, casos de
abortos provocados pelo sorotipo hebdomadis. As vacas apresen-
taram febre ligeira e redugao leiteira. Leite ligeiramente se-

melhante ao colostro com flocos e coagulos de sangue. Um tra-



tador, apresentando sintomas semelhantes a influenza, foi so-
rologicamente positivo para o grupo hebdomadis. -

HORVATH et alii (1965) encontraram aborto em 12 de
420 bovinos hiingaros (3,0%). Retengdao de placenta, verificada
em oito casos, foi devida a infeccdo por L. pomena. O micror-
ganismo foi também isolado da urina de animais de dois destes
rebanhos.

SATALHEIM (1965) verificou que o leite de vaca con-
tém um fator litico, anti-leptospira, que julga ser o fracasso
da transmissao de leptospira pelo leite. O fator € estavel quan-
do o leite € aquecido a 80°C por cinco minutos e difere de 1li-
sozima e lactina.

DOHERTY (1966) utilizando a técnica do campo escuro,
examinou sedimento de urina formalizada e concluiu ser tdo sen-
sivel como a inoculacdao em cobaios para demonstrar a2 leptospi-
raria bovina. Inoculagao direta de urina fresca, em cobaios,
€ método mais seguro para detectar L. pomona do que a centri-
‘fugacdo de urina e inoculacgdo do depdsito, ressuspendido no meio
de Stuart, em animais da mesma espécie. A presenga de anticor-
pos aglutinantes no "inoculum" ndo previne o desenvolvimento
de anticorpos para L. pemona em cobaias.

LUBASZENKO et alii (1966) descreveram a difusao de
aborto causado pelo grupo hebdomadis em bovinos, numa fazenda
proxima a Moscou. Os animais afetados mostraram parada de ru-
minacao, ocasional ictericia e hemoglobinidria. Os titulo de an-
ticorpos variaram de 1:160 a 1:3200 e leptospira foi isolada
dos rins e figado de dois animais sacrificados, sete dias apds
o aborto.

BOTES § GARRIFALLOU (1967), descreveram a presencga
de anticorpos anti-leptospira no soro de suinos, eqliinos, caes,
ovinos e bovinos, na Africa do Sul. A incidéncia, em bovinos,
variou de 14,4 a 17,7%. Nesta espécie, a doenga foi causada por
L. pomona na proporgao de 48,0 e 24,0% de L. hyos e, menos fre-
qllente, por L. Leterochaemorrhagiae e L. canicola.

MICHNA (1967) verificou, através de teste de agluti-
nagao em vacas com histdria de aborto natimorto, retengido de
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placenta e infertilidade, a presenga de L. defroe um membro do
grupo hebdemaddis.

KNOTT § DADSWELL (1970) verificaram a presenca de
severo surto de aborto bovino afetando 50,0% dos animais dore-
banho, na Australia. Evidéncias sorologicas sugerem que 0 sur-
to foi devido a leptospirose.

SULLIVAN § CALLAN (1970) descreveram o surto de mas-
tite em Queensland, na Australia, associado com L. hardjo. Os
sintomas apresentados pelos animais afetados foram: febre, de-
pressdao, inapeténcia, baixa na produgdo de leite e flacidez do
Ubere com secrecao amarelada contendo coigulos. Uma vacae dois
bezerros foram inoculados, intravenosamente, com urina infec-
tada. Um dos bezerros apresentou reagao febril e ambos desen-
volveram anticorpos para L. hardjo. Leptospirtiria nao ocorreu.
Inoculacdo intraperitoneal de urina infectada em 20 cobaios re-
sultou na elevacao da temperatura. Somente sete dos cobaios dc-
senvolveram titulos para L. hardjo. Culturas foram preparadas
de todas as cobaias entre dois e 10 dias apds a inoculagao e
os organismos foram isolados de dois desses cobaios. Evidén -
cias soroldgicas sugeriram que o aborto foi em conseqlléncia de
leptospirose. Fatores epidemiologicos associados .com aborto fo-
ram: a) introdugdo de vacas infectadas em populagao suscetivel;
b) pratica da parigcao estacional a qual resultou na suscetibi-
lidade da populagdo, e, c) condigoes ambientais propicias para
a dissemimacgao da doenga. :

SULLIVAN § STALLMAN (1970) trabalharam com amostras
de urina de uma novilha clinicamente normal, com intensa lep-
tospiriiria e titulo aglutinante de 1:30.000 para o sorotipo
hardjo. Conseguiram o isolamento desse sorotipo. Procederam da
seguinte maneira: urina coletada de diferentes periodos foi i-
noculado em dois bezerros, 26 camundongos e 28 cobaios. Os be-
zerros e¢ os camundongos ndo se infectaram, mas quatro dos 28
cobaios apresentaram febre, com leptospira no liquido perito-
neal e os organismos foram cultivados a partir do sangue dos

cobaios.
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CORBOULD (1971) verificou, na Tasminia, Australia,
a presencga de sorotipo do sorogrupo hebdemadis em bovinos de
corte e bovinos de leite associado com a baixa na produgao de
leite, mastite e aborto. Houve evidéncia de infeccdo no homem
produzindo uma sindrome semelhante a influenza. A baixa na
produgao de leite e mastite em bovino associado com altos ti-
tulos de anticorpos com o sorogrupo hebdemadis foi primeiro
observado na primavera de 1968 e, desde entido, surtos envol-
vendo de um a 17 animais foram relatados em varios rebanhos.
Na maioria dos casos ndo ha evidéncia clinica especifica. Nas
vacas envolvidas o sintoma de mastite foi o mais comum.

MICHNA (1971) examinou um total de 2.036 Soros, per-
tencendo a quatro grupos de bovinos, usando antigenos vives
dos sorotipos: candicola, Leterchaemerrhagiae, sefroe, ballum,
bratslava, pomona e grippotyphosa. Reagoes positivas nio fo-
ram observadas com os dois Gltimos antigenos. L. sejxoe (so-
rogrupo hebdomadis) foi detectada em 62,6% dos soros obtidos
de bovinos que abortaram. A incidéncia dos outros quatro so-
rotipos variava de 28,3 a 59,3%.

HOARE & CLAXTON (1972) descreveram um surto de lep-
tospirose causada pelo sorotipo haidjo, na Austrialia, afetan-
do vacas leiteiras, com os seguintes sintomas clinicos: ata-
que subito de febre, mastite e marcada queda na produgdo de
leite. O aborto ocorreu em alguns animais recuperados ¢ em a-
nimais que ndo apresentaram nenhuma sintomatologia da doenga.
Subseqilentes testes soroldgicos mostraram que a infecgao es-
tava largamente disseminada em todo o pais.

TWIGG et alii (1972) examinando o soro de 861 va-
cas leiteiras verificaram que 116 animais (12,3%) eram porta-
dores de anticorpos para leptospira, na Tnglaterra. A taxa de
infecgdo em um rebanho & um reflexo de varios componentes do
meio ambiente, principalmente o contato com espécies de mami-
feros e selvagens. O papel do rato marron (Ratitus noverglcus)
e do camundongo caseiro (Mus musculus) &, particularmente, im-

portante: 91 das 133 reagoes positivas (69,4%) sio veiculados
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por essas duas espécies.

No Brasil pouco tem sido feito com respeito ao es-
tudo da leptospirose em bovinos.

FREITAS et alii (1957) examinando 150 amostras de
soro no Estado de Sao Paulo, encontraram 18 bovinos positivos,
sendo que 16 o foram para L. pomonaficando, assim, configurada
sorologicamente, a existéncia da infecgao em nosso meio. Con-
seguiraﬁ, posteriormente, verificar a presenga de leptospira
em 17quido estomacal, sangue do coragao, pulmao e rins de feto
abortado entre o 4° e 5% meses de gestagdo, através de micros-
copia de campo escuro. Esses materiais foram inoculados em meio
de cultura, em cobaios e em bovinos, culminando finalmente com
o isolamento de L. pomona.

GUIDA § BARROS (1958) trabalhando com 88 amostras de
soros de 763 vacas de rebanhos localizados em varias zonas do
Estado de Sao Paulo, onde a ocorréncia de aborto era freqliente
e as provas sorologicas para brucelose negativas, encontraram
57 animais positivos (7,4%). O sorotipo de maior predominancia
foi a L. {ictenchaemorrhagiae, Seguindo - se L. pomona, L~
grnippotyphosa e L. candcola.

SANTA ROSA et alii (1961) trabalhando material de
feto proveniente de vaca que abortara, conseguiram visualizar,
através de microscépio de campo escuro, leptospira no sangue
cardiaco. Esse material foi inoculado em cobaios e¢ em meios de
cultura resultando o isolamento do sorotipo L.{cterchaemerrhagiae.

SANTA ROSA et alii (1961a) trabalharam com animais
de 14 fazendas no municipio de Campinas (Sao Paulo), e delas
tomaram amostras de soro correspondentes a 5,0 e 10,0%. O to-
tal de soros examinados foi de 279, encontrado 79 animais po-
sitivos (28,3%). O sorotipo prevalente foi {ctexrchaemorrhagiae
seguido de grdippoetyphosa.

BARBOSA (1962) em Minas Gerais, pesquisou a ocorrén-
cia de aglutininas e lisinas anti-leptospira, examinando 120
soros de bovinos, provenientes de cinco municipios. Foram en-

contrados 18,3% positivos e a predomindncia de reagoes para os
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sorotipos pemona e icfernchaemenrhagiae,

SANTA ROSA et alii (1969) examinaram 15.080 amostras
de soros bovinos no Instituto Bioldgico de Sao Paulo, no pe-
riodo de 1960 a 1968, encontrando 3.561 animais positivos(23,6%)
sendo que o sorotipo de maior prevaléncia foi a L. wolf§i(53,3%).

CORDETRO (1973) trabalhando com 1.562 hemo-soros de
bovinos provenientes de 27 municipios do Estado do Rio de Ja-
neiro, pelo teste de microaglutinagao com 17 antigenos, encon-
trou 312 soros positives (19,9%) envolvendo, principalmente,os
sorotipos wolf§i, tarassovi, grnippotyphosa, pemona e bratsfava.

REIS et alii (1973) estudaram a presenca de agluti-
ninas anti-leptospira em bovinos e suinos em Minas Cerais, pelo''Teste
de Micro-aglutinagdo Rapida" e encontraram 39 amostras bovinas
positivas de um total de 720 (5,4%) provenientes de 23 rcbanhos
estudados. Os sorotipos mais prevalentes foram L. hebdomadis
(89,8%) e L. pomona (87,5%), respectivamente, para bovinos e
suinos.

A TAB. I resume as informagdes bibliograficas bra-

sileiras que nos foi possivel coligir.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Animais de trabalho

Foram usadas 84 wacas, em mecio-estagio de lactagao,
do rebanho da Fazenda Federal de Pedro Leopoldo, Minas Gerais
- Brasil, composto de animais em idades diversas, das racgas
Jersey, Guernsey e Schwyz. Todos os animais estavam em bom es-
tado, clinicamente saudidveis e com resultado negativo para bru-
celose, através da hemo-soro-aglutinacao.

Dos animais positivos a hemo-soro-aglutinacao foram
escolhidas 20 vacas, 12 com titulos de 1:2.000 e o restante ao
acaso entre os de titulos 1:200, para trabalho bacterioldgico e

de inoculacao.
3.1.1.1. Colheita de sangue para a micro-aglutinagao

As amostras foram colhidas através de pungao das
veias jugular ou mamaria. Em tubo estéril colheu-se 5 ml de ca-
da animal e se deixou coagular, em inclinagao, para se obter

maior quantidade de soro

3.1.1.2. Obtengao de leite e lacto-soro

0 leite, apos limpeza e desinfecgado das tetas, era
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obtido ao final da ordenha e recolhido em tubos de ensaio, es-
téreis, com tampa de rosca como no item anterior.

Trabalhou-se com amostras compostas de pequenas fra-
coes de cada teta perfazendo o total, aproximado, de 5 ml para
cada animal.

0 licteo-soro, obtido com a utilizagao de renina,
proveio dos animais anteriormente selecionados para tentativa

de isolamento.
3.1.2. Meios de cultura

Durante o transcurso do trabalho, utilizamos os meios
semi-sélido de FLETCHER (1928), com 8,0 a 10,0% de soro de coe-
lho e distribuido em tubos e esterilizados a 121°C por 15 minu
tos e o meio de STUART (1946), com igual quantidade de soro,
distribuido e esterilizado da mesma maneira.

3.1.3. Antigenos para reagoes de aglutinagao

Foram usadas culturas vivas de leptospira, com ida-
dc de 3 a 8 dias, para o teste de aglutinacao. Os sorotipos u-

Liiizados foram os seguintes:

Soronr:pos Sorotipos
1. aus&nalds australis
2. aufumnalis autumnalis
3. bataviae bataviae
4. bratsfava bratslava -
5. caricola canicola
6. ballum castellones
7. ghrippotyphosa grippotyphosa
8. ictenchaemonrhagiae {leterohaemonnhagiae
9. javandica javanica
10. hebdomadis mLnL
wol§ g4
11. panama panama
12. semaranga patoc
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Sorogrupos Sorotipos
13. pomona pomona

14, pyrogenesd pyrogenes
15. fanassovd tarassovd

3.2. Metodos
3.2.1. Provas sorologicas

Para as reacoes de lacteo e soro-aglutinagdo o Tes-
te da Micro-Aglutinagao Rapida (TMAR), desenvolvido por RYU
(1970), com algumas modificagGes, que consiste no seguinte:

1) diluir o soro sanguineo ou liacteo em salina tamponada, pH

; 7,1. a titulos de 1:100 e 1:10.000;

2) uma gota de cada diluigao foi colocada em orificios de pla-
ca de porcelana utilizando-se pipetas de 1 ml;

3) adiciouna —se uma gota de antigeno (cultura com 3 a 8 dias
de crescimento);

4) deixar a placa a temperatura ambiente, em repouso, por cin-
co minutos;

5) com uma alga de platina colocar uma porgdo da suspensao di-
luida de antigeno-soro em uma lamina e cobri-la com uma la-
minula (18 mm x 18 mm);

6) levar ao microscopio com condensador de campo escuro, a se-
co, e examinar com ocular 10X e objetiva 10X;

7) a leitura e a interpretacdo eram obtidas através da presen-
¢a de grumos de aglutinagao nos campos microscopicos exami-
nados; assim, 10 ou mais com grumos considerava-se resulta-
do positivo; numero menor de campo interpretava-se como ne-
gativo ndo havendo, portanto, interpretagio intermediaria ou

suspeita.
3.2.2. Provas bacteriolégicas

Uma gota de leite foi inoculada em tubos  contendo
meio de Fletcher sem diluir e em diluicoes de 1:10, 1:100 e 1:
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1.000. Incubagao a 30°C, por 30 dias, com leituras semanais, em
campo escuro e a seco (GALTON et alii , 1968),

3.2.3. Provas de inoculacao

O leite inoculado em dois cobaios jovens, de 200 a
250 g, de qualquer sexo, imediatamente apos a colheita, ainda
no campo. Foi utilizada a via intraperitoneal ¢ dose de 1 ml.

Do 39 ao 10° dia da inoculagao, submetia-se os ani-
mais a termometria duas vezes por dia. Nos animais com 40°C ou
mais, fazia-se pungdo cardiaca inoculando-se o material em tu-
bos contendo meio de Fletcher.
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4. RESULTADOS

Dos 84 hemo-soros examinados, 44 (54,38%) apresen -
reagoes positivas com titulos de 1:200 ou maior (TAB. II).

A hemo-soro-aglutinagao, o sorotipo wof4f<i foi o de
prevaléncia, seguido de {cterochaemornhagiae, autumnalis,
e pyrogenes (TAB. II). Tanto as provas bacterioldgicas co-
42 inoculagao, realizadas com materiais obtidos deste gru-
27 vacas sorologicamente positivas, apresentaram resul-
negativos.

Nestes mesmos 20 animais verificamos que os titulos

de anticorpos na lacteo-soro-aglutinacao foram bastante eleva-

dos, prevalecendo o sorotipo {cterchaemonrhagiae.

Aos titulos 1:200, 1:2.000 e 1:20.000, os resulta -

dos positivos para o sorotipo {iciterchaemorrhagiae foram, res-

pectivamente, 15, 2 e 2 somando 19 reacoes dentre as 84 reali-

zadas. Para o sorotipo wol§ii, aos mesmos titulos, na mesma or-

dem e numero de reacoes realizadas, foram obtidos 2, 12 e 2 re-

sultados positivos. Percentualmente, o primeiro sorotipo cor-

responde a 54,28 e o segundo a 45,71 do total de resultados po-

sitivos.
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5. DISCUSSAO

A percentagem de 52,38 de reagoes positivas ao TMAR
anti-leptospira por nés obtida, neste trabalho, através de 84
bovinos examinados, constitui indice bastante elevado sendo ,
mesmo, o maior verificado na amostragem brasileira, compilada
de varios autores. Esta percentagem ultrapassa, em muito, a mé-
dia verificada nesta compilacdo (21,9%) e distoa, fortemente,
dos indices 23,6 e 19,9% encontrados nas duas maiores amostra-
gens envolvendo, respectivamente, 15.080 e 1.562 animais (TAB.
T}

A nossa explicacdo estaria em torno do tipo de ma-
nejo, que & o de semi-estabulagao, da presenga de grandes var-
zeas, do alto grau de confinamento do rebanho e das instalacoes
velhas e bastante ultrapassadas em alguns pontos. A divergén-
cia ndo nos parece estar condicionada a técnica de diagnostico
por nos selecionada (TMAR), a qual oferece bastante confianga
e elimina a quase totalidade das rcagoes inespecificas. Idén-
tico método foi utilizado por REIS et alii (1973), trabalhando
com rebanhos de diversas procedéncias e obtendo uma percentagem
bastante baixa (5,4).

No ambito internacional a prevgléncia oscila entre
28,2 a 67,0%, nas diversas regioes onde se procurou diagnosti-
car a doenca (CAFAREMA et alii, 1968; GENIS et alii, 1969 ;
CORBOULD et alii, 1970; MICHNA, 1971). Os achados desta pesqui-
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sa se situam dentro dessa faixa ocupando o seu terco superior.

Com relagao a freqliéncia de sorotipos, com base na
hemo-soro-aglutinagao, nossa tipagem (TAB. II) mostra bastante
semelhanga com os sorotipos prevalentes relacionados na TAB.
I. O tipo wolff4ii apareceu em 40/49 dos soros positivos ao ti-
tulo de 1:200 ou maior (81,63%) e em 25/25 dos titulos 1:2.000
(100,00%).

Na lacteo-soro-aglutinagdo, onde 35/84 (41,66%) dos
animais mostraram titulos positivos, a freqliéncia do apareci -
mento do mesmo sorotipo wolf{§< foi muito menor aos titulos 1:
200 (2:35), pronunciada a diluigdo 1:2.000 (12/35) e novamente
muito baixo ao titulo extremo - 1:20.000 (2/35) sem divida nio
sera facil explicar a grande dominincia do tipo icterchaemonrhagiae
na lacteo-soro-aglutinacao, onde aos titulos de 1:200 ou mais,
apareceram em 19/35 casos positivos, o que nos da a percenta -
gem de 54,28. Poder-se-ia aventar a hipotese de ser este soro-
tipo de maior patogenicidade e especificidade do que o soroti-
po wolff<i com relagdao a glandula mamaria onde produziria pro-
cesso inflamatorio duradouro.

0 que se torna de dificil explicagao & a baixa in-
cidencia dos casos positivos ao titulo de 1:20.000 (4/35) com
a percentagem de 11,42. Pode-se admitir que o germe seja pouco
aglutinogénico. Entretanto, sua maior patogenicidade correspon-
deria a maior permanéncia nos tecidos da glandula mamiria e uma
producdo constante de anticorpos. A permanente drenagem de an-
ticorpos pelo leite poderia ser responsabilizada pelo fato.

A combinagdo dos achados da hemo-lacteo-aglutinacio
nos da alta freqliéncia de anticorpos na glandula mamaria(35/49)
0 que nos leva a acreditar ﬁg histotropismo positivo de alguns
sorotipos. O afirmado € facilmente comprovado no caso do soro-
tipo {cterohaemorrhagiae e wolf{f4i presente em 4/49 na hemo-
soro-aglutinagao a 1:200 ou maior e 19/35 na lacteo-soro-aglu-
tinacdo aos mesmos titulos.

Hemo-soro-reacgoes concomitantemente a mais de um so-
rotipo foram observadas em cinco animais. Quatro desses deram
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reagoes positivas frente ao sorotipo wolff<i a 1:200 e o ultimo
ao mesmo sorotipo & 1:2.000 (TAB. III). Trés destes soros tam-
bem reagiram frente ao sorotipo {cterchaemorrhagiae e os dois
restantes ao sorotipo autumnafis, todos ao titulo de 1:200. O
numero de animais relativamente pequeno, 5/20 (25,0%) e os ti-
tulos baixos impedem de conclusoes sobre o significado real do
achado que & normal em levantamentos soroldgicos.

Os dados relativos a idade e atividades procriati -
vas das 20 vacas trabalhadas, colocados na TAB. IV, frente aos
titulos e hemo e lacteo-soro-aglutinacdo pdem em evidéncia se-
te abortos ou parto a termo com natimortos, todos em animais
com titulos de 1:2.000 a hemo-soro-aglutinacdo. Exceto um abor-
to, que ocorreu em 1962, todos os outros foram verificados nos
Gltimos tré&s anos. Estes animais que abortaram, o fizeram uma
so vez contrastando com um a 10 partos normais. Ao que parece,
e com base nessa pequena amostragem composta de animais ndo bru-
célicos, o aborto teve como causa a infeccdo por Leptospina spp.
Sem duvida, outras causas, infecciosas ou nao, peoderiam ser
responsabilizadas pelo aborto.

Dado interessante e que merece estudos posteriores,
e a significagdo da lacteo-soro-aglutinacao frente 'ao numero
de abortos. Todos os animais que abortaram tinham ao lacteo e
hemo-soro o titulo de 1:2.000. Os titulos de 1:20.000, encon-
trados na 1§cteo-50ro—aglutina§§o, ocorreram em duas vacas, am-
bas com titulo de 1:2.000 ao hemo-soro, uma delas comum e a ou-
tra com oito partos, todos normais. Poder-se-ia, ao que parece,
afirmar ser esta prova pouco conclusiva quanto a aborto, devi-
do a leptospiroses, muito embora nenhum animal com titulo de
lacteo-soro-aglutinacao baixa tenha abortado.

Em sintese, discutida a significacido dos testes fren-
te a manifestagdes clinicas de aborto e admitindo-se estes co-
mo devido a infecgao por Lepfospira spp, sete em 94 gestacoes
(7,4%) - teriamos que incluir a leptospirose como doenca de in-
teresse econdmico por interferir diretamente na atividade pro-
criativa dos rebanhos (TAB. IV).
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Todos os titulos abaixaram por ocasiao da segunda
prova de hemo e de lacteo-soro-aglutinacao, a ponto de 10/17
(58,82%) animais anteriormente positivos ao teste sanguineo o-
ferecerem resultados negativos. Entranto, dos sete animais que
exibiram titulos de 1:200 ou maior ao hemo-soro, quatro abor-
taram ou pariram natimortos. Quanto a prova de lacteo-soro - a-
glutinacao, resultados negativos foram observados em 12/17 a-
nimais trabalhados (70,5%) incluindo-se um animal com titulo
anterior de 1:20.000. Dos cinco reagentes a segunda prova, a-
proximadamente 11 meses depois, trés tinham historico de abor-
to ou natimortos. E dificil discutir a significacao desse tes-
te, a menos que se admita um estado de tolerdncia imunitaria a-
pos longo tempo de infecg@o. Qualquer conclusao sera prejudi-
cada pelo pequeno numero de casos trabalhados.

As tentativas de isolamento de Llepfospira spp apar-
tir de leite integral foram todas infrutiferas, embora cuida-
dos especiais tenham sido tomados para se evitar contaminacgao
de germes presentes, através de semeadura e inoculagao em co-
baios, imediatamente apés a colheita do material e feita no
proprio estabulo.

KIRSCHNER et alii (1955, 1957) demonstraram a pre-
senga, no leite do animal, de elementos com acentuado efeito
anti-leptospira, impedindo a possibilidade de sobrevivéncia do
germe no leite. Também STALHEIM § WILSON (1964) demonstraram
que as leptospiras sao lisadas por baixa concentragdo de lipe-
des e treoninas. E de se supor que o fracasso na tentativa de
isolar a leptospira no nosso caso, deve-se aos fatores acima
referidos e agravados pelo pequeno numero de amostras trabalha
das.

Por outro lado, a nossa grande falha nesta tentati-
va de isolamento esta no pequeno numero de cobaios wutilizados
- dois por amostra de leite - contra 28 utilizados por SULLIVAN
§ STALLMAN (1970). Também, por razoes financeiras, nao foram
repetidas as provas de inoculagdao o que poderia diminuir a in-

fluéncia de possivel ciclicidade na eliminagdo do patdgeno.
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6. CONCLUSOES

1) O numero de hemo-soro-aglutinacdes positivas,
44/84 (54,38%) & bastante elevado se comparado com as percen -
tagens verificadas em outros trabalhos brasileiros relativos a

leptospirose bovina (4.091/18.762

2) a prova de hemo-soro-aglutinacio e aos titulos de
1:200 ou maior, o sorotipo wolf4{ foli o de maior prevaléncia
(81,63%) seguindo-se os sorotipos icterchaemorrhagiae (8,16%),
aufumnalis (4,08%) e pyrogenes (2,04%);

3) hemo-soro-aglutinacoes simultaneamente positivas
a mais de um sorotipo sao de baixa freqlléncia. Somente 5/49 dos
animais testados (10,20%) as exibiram;

4) titulos bastante significativos foram encontra-
dos no lacteo-soro - 35/84 - de animais positivos ao teste san-

guineo de micro-aglutinagao rapida (41,66%);

5) a prova de lacteo-soro-aglutinacido e aos titulos
de 1:200 ou maior, o sorotipo 4Lcterohaemorrhagiae foi o de maior
prevaléncia (54,28%), seguindo-se o sorotipo wolf§4{ (45,75%) ;

6) parece ocorrer diminuicdo progressiva de titulos
a ponto de um segundo teste, intervalado de 11 meses, apresen-
tar 10/17 (58,82%) resultados negativos a hemo-soro-aglutina -
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cao e 12/17 (70,58%) a lécteo—suro-aglutinagﬁo. Anteriormente
estes indices negativos eram de 47,61 e 58,38, respectivamente;

7) houve correlacgio de titulos de anticorpos sangui-
neos e lacteos com deficiéncias procriativas traduzidas por a-
bortos ou nati-mortos em 7/94 partos normais (7,44%) ;

8) todos os animais que abortaram apresentaram a he-
mo e lacteo-soro-aglutinacio ao titulo de 1:2.000;

9) nos animais que sofreranm aborto, este ocorreu no
terco final da gestaciao, talvez dado a0 curso lento e insidio-
so da doencga;

10) a julgar pela negatividade das provas de isola-
mento e inoculagao do patdgeno, & provavel que animais com al-
tos titulos no hemo e licteo-soro podem nao eliminar leptospi-
ras pelo leite ou o fazem com irregularidade. Tambem fatores
inibidores podem ser responsabilizados por esta negatividade.
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