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RESUMO

Com o objetivo de verificar a ocorréncia da Leptospira hardjo no
pais, pesquisou-se sua presenga em rebanho bovino leiteiro com
problemas de reprodugio e 132 (41,8%) dos bovinos reagentes para
esta sorovariedade ao teste de MAR. A realizagio do primeiro
isolamento e tipificagdo de hardjo, genétipo hardjoprajtino (CTG),
comprova sua presenga em casos clinicos de leptospirose bovina no
pais. Os resultados da soroaglutinagio mostraram menor numero de
soros reagentes frente & amostra isolada hardjo (CTG) , quando
comparada i amostra de referéncia hardjo (OMS) e existéncia de
rea¢des cruzadas entre hardjo € wolffi, ambas do sorogrupo Sejroe.

PALAVRAS-CHAVES: isolamento, hardjo, bovinos.
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1 INTRODUCAO

Teoricamente, as diversas sorovariedades de leptospiras
pertencentes 4 espécie L. interrogans podem infectar
indiferentemente qualquer animal ou o homem. Na realidade, o que
se “Mserva é a ocorréncia de uma selegio de aigumas
sorovariedades que passam a infectar com maior frequéncia
determinadas espécies animais.

Entre os bovinos, a sorovariedade pomona j4 foi incriminada como
a Leptospira de maior importincia. Atualmente, a Leptospira
hardjo tem sido apontada como mais prevalente e também, mais
patogénica entre os bovinos.

A Leptospira hardjo foi isolada pela primeira vez em 1938, na
cidade de Sumatra, Indonésia. O isolamento se deu a partir de
amostra sanguinea obtida durante a ocorréncia clinica da doenga em
um trabalhador javanés, cujo nome era Hardjoprajtino. Em 1952,
ocorreu o reconhecimento da cepa hardjoprajtino como uma nova
sorovariedade (SULLIVAN, 1970). Atuaimente, ¢ conhecida pela
abreviatura hardjo com a cepa de referéncia hardjoprajtino.

O isolamento de Leptospira sp em rebanho bovino infectado, além
de ser o diagnostico de confirmagio da infecgdo animal, com
certeza ¢ um passo muito importante para implementacdo de
programas de controle da enfermidade, ja que a inclusio de
sorovariedades autéctones nas vacinas utilizadas poderd induzr
uma imunidade mais efetiva ao rebanho.

Tendo em vista a importincia econdmica da leptospirose, uma das
principais doengas infecto-contagiosas que afetam animais, o seu
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controle certamente levara a aumentos dos indices de produgio e
produtividade animal.

Na implantag@o de programas de controle e erradicag¢io da doenga,
0 levantamento das sorovariedades mais prevalentes da regido, por
meio de levantamentos sorologicos, também ¢ medida importante,
ja que ndo ocorre imunidade cruzada entre as diferentes
sorovariedades e a realizagdo do isolamento tem-se mostrado muito
dificil.

No Brasil, apesar de existirem varios trabalhos de levantamentos
sorologicos, associados a achados clinicos, nio se tem obtido éxito
quanto ao isolamento e tipificagio da hardjo a partir de bovinos
mfectados.

O objetivo deste trabalho foi isolar e tipificar Lepfospira hardjo de
animais de rebanhos que apresentem aglutininas anti-leptospiras.
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2 LITERATURA CONSULTADA

No Brasil, os primeiros trabalhos publicados sobre leptospirose sdo
referentes 4 pesquisa da doenga no homem, realizados por
BENTES, ARAGAO e Mc DOWELL em 1917 (ap. CORREA &
MEARIN, 1971). Os primeiros trabalhos com animais dc—+<sticos
datam de 1940, realizado em cdes por DACORSO FILHO e
AZEVEDO & SANTOS (ap. SANTA ROSA et al.,1969).

Em bovinos, a infecgio foi detectada pela primeira vez em Séo
Paulo, em 1957, por FREITAS et al. que isolaram pomona de um
feto abortado.

GUIDA & BARROS (1958) encontraram animais sorologicamente
positivos frente a bataviae e pomona entre bovinos de virias
procedéncias, sacrificados em matadouros.

Em 1959, GUIDA et al. examinaram soros de 763 vacas oriundas
de rebanhos com problemas de aborto e sorologicamente negativos
para brucelose. Os resultados mostraram reagdes sorologicas
positivas frente 4 icterohaemorragiae, pomona, grippotyphosa e
com menor prevaléncia, canicola.

LACERDA et al. (1960) apresentaram em sua pesquisa dados
sorologicos, anitomo-patologicos e  bacteriologicos  que
confirmaram a presenga da sorovariedade pomona no conjunto
etiologico das leptospiroses no Brasil.

ROTH & GALTON (1960), no Estado da Louisiana, Estados
Unidos, realizaram o primeiro isolamento da hardjo em bovinos.
Até entiio, pomona era considerado o principal agente etiologico
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das leptospiroses nos Estados Unidos. Ao mesmo tempo, virios
trabalhos de levantamentos sorologicos realizados em bovinos,
demonstravam a presenca de anticorpos contra se¢jroe, uma
sorovariedade pertencente a0 mesmo sorogrupo ac qual pertence a
hardjo. Os autores pesquisaram em um rebanho bovino a presenga
de aglutininas anti pomona e sejroe. Como resultado, obtiveram
maior prevaléncia de pomona, mas também, dois animais negativos
frente 4 mesma e com altos titulos aglutinantes frente a sejroe. No
entanto, a0 exame de absor¢do de aglutininas, o resultado foi
negativo para as duas sorovariedades. A urina destes animais foi
inoculada em bezerros sadios. O isolamento da hardjo foi realizado
a partir de amostras de sangue coletadas dos bezerros entre o
quarto e o nono dias ap6s inoculagio da urma.

SANTA ROSA et al. (1961) isolaram icterohaemorragiae de um
feto bovino abortado por um animal aos quatro meses de gestagio e
que posteriormente apresentou ictericia e hemoglobinuria,
morrendo 15 dias depois.

A primeira referéncia em Minas Gerais ¢ de BARBOSA (1962) que
verificou, por meio de exames sorologicos, pomona como a
sorovariedade mais prevalente em bovinos.

SANTA ROSA et al. (1969), em levantamento realizado no periodo
de 1960 a 1968, observaram prevaléncia de 23,6% de reagdes
sorologicas vositivas entre os bovinos, com predominincia da
sorovariedade wolffi.

SULLIVAN & STALLMAN (1969), em Queesland, Australia,
durante investigagdo sorologica de um rebanho frente a Ayos e
pomona, encontraram uma novilha sorologicamente negativa
eliminando grande quantidade de leptospiras vidveis na urina. Ao
ser testada sorologicamente contra hardjo, apresentou titulos
1:30.000. Os pesquisadores conseguiram isolar hardjo de amostras
de urina deste animal. Foi o primeiro isolamento da hardjo na
Australia e os autores consideraram que o pequeno numero de
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isolamentos obtidos em relagio ao numero de tentativas iniciais,
deveu-se a sensibilidade e exigéncia da hardjo quanto a sua
manutencio em laboratério. O restante do rebanho também
apresentou alta prevaiéncia de aglutininas contra hardjo em exames
soroldgicos subsequentes.

Em Sio Manuel, Estado de Sdo Paulo, CORREA et al (1972)
realizaram inquérito soroldgico para brucelose e leptospirose, e
encontraram em 53% das granjas leiteiras, animais reagentes a
leptospiras, sendo wolffi a sorovariedade mais prevalente.

REIS et al. (1973), pesquisaram a presenga de aglutininas anti-
leptospiras em bovinos e suinos em Minas Gerais. Foram analisados
23 rebanhos bovinos, com um total de 720 amostras de soro.
Destas, 39 apresentaram resultados positivos (5,4%) ¢ a
sorovariedade mais prevalente foi hebdomadis (89,7%), seguido das
sorovariedades pomona e australis (5,12%).

Durante o ano de 1973, TERUYA et al. (1974) examinaram soros
sanguineos de varias espécies animais, oriundos de diversos Estados
do Brasil Os resultados mostraram maior prevaléncia de wolffi
(15,42%) entre os bovinos.

WILLIAMS et al. (1975), examinaram clinica e sorologicamente,
63 bovinos de uma propriedade no Rio Grande do Sul, onde
ocorreram 22 abortos. Dezessete dos animais que abortaram
apresentaram sorologia positiva para sejroe, com maior prevaléncia,
seguida de wolffi, hardjo e pomona.

No Rio de Janeiro, em trabalho realizado por CORDEIRO et al.
(1975), a fim de verificar a presenga de aglutininas anti-leptospiras
no soro de bovinos, observou-se maior prevaléncia da
sorovariedade wolffi (10,88%).

MYERS & JELAMBI (1975), realizaram um estudo para o
estabelecimento da prevaléncia da leptospirose em bovinos na




24

Argentina. Foram coletadas 1857 amostras sanguineas e os exames
sorologicos mostraram presenca de aglutininas anti-leptospiras em
59,1% dos soros testados. A sorovariedade hardjo apresentou a
maior prevaléncia (45,8%), com titulos vanando de 1:100 a
1:25.600. Foram realizados seis isolamentos em rins de bovinos
coletados em abatedouros locais e tipificados como hardjo. Foi o
primeiro isolamento desta sorovariedade na Argentina e segundo os
autores, os seis isolamentos obtidos a partir de 161 rins de bovinos
processados, demonstram a dificuldade existente no processo de
isolamento da hardjo.

VAZ & OLIVEIRA (1978) pesquisaram presenga de aglutininas
anti-leptospiras em touros usados em inseminagao artificial no Rio
Grande do Sul. Foram detectados 38 animais positivos, entre 71
examinados. Os titulos encontrados variaram entre 1:100 e 1:3.200
¢ as sorovariedades predominantes foram sejroe ¢ wollfi.

AVILA et al. (1978), no municipio de Jaboticabal, Sao Paulo,
examinaram soros de 474 bovinos, com o teste de microagiutinagio
rapida para leptospiras. Destes, 130 (27,4%) mostraram-se
positivos para uma ou mais sorovariedades. A sorovariedade mais
prevalente foi wolffi (60,7%).

Em Minas Gerais, MOREIRA et al (1979), analisaram 6429
amostras de soros bovinos de ambos o0s sexos, oriundos de varias
regides de Estado. Os soros foram divididos em dois grupos (I e H)
e testados frente a uma bateria com seis sorovariedades de
leptospiras. No grupo I (3727 amostras), observou-se maior
prevaléncia de pomona (16,29%), seguida de wolffi (12,10%) e
hardjo (11,11%). No grupo I, a sorovariedade mais prevalente foi
wolffi (27,83%), seguida de hardjo (24,12%) e pomona (11,55%).

SANTA ROSA et al. (1980), examinaram 500 rins de bovinos
aparentemente sadios, oriundos de diferentes Estados. Conseguiram
realizar o isolamento de duas novas sorovariedades de leptospiras,




25

pertencentes ao sorogrupo Hebdomadis que foram denominadas
guaicurus € goiano.

Com o objetivo de determinar a frequéncia de aglutininas anti-
leptospiras em bovinos da regido do cerrado no sul do Estado do
Mato Grosso, MADRUGA et al. (1980), obtiveram amostras
sanguineas de 670 bovinos, em 62 propriedades distribuidas em
nove municipios. O sorogrupo que apresentou maior frequéncia de
titulos aglutinantes foi Hebdomadis, com 216 animais (40,6%)
reagentes a hardjo, 214 (40,6%) a sejroe, 202 (30,6%) a wolffi e 32
(4,8%) a hebdomadis.

No Rio Grande do Sul, OLIVEIRA et al. (1980) realizaram um
levantamento soroldgico em rebanho bovino com problemas
reprodutivos € encontraram titulos variando de 1:50 a 1:3.200 para
hardjo e de 1:400 a 1:800 para wolffi. A partir de amostra de
sangue de um animal soro-positivo realizaram isolamento de
Leptospira sp., pertencente ao sorogrupo Hebdomadis. Segundo os
autores, este trabalho confirma a exigéncia da hardjo quanto ao
crescimento em meios de cultura, ja que também foi obtida baixa
porcentagem de isolamentos.

Na Colombia, AYCARDI et al. (1980) isolaram hardjo pela
primeira vez no pais. Os isolamentos foram obtidos de bovinos que
apresentaram titulos soroldgicos baixos, entre 1:100 a 1:200.
Segundo os autores, este trabalho confirma a evidéncia sorologica
de que a hardjo ¢ a mais importante causadora das leptospiroses em
bovinos de corte criados extensivamente naquela regido do pais.

GIORGI et al. (1981) , num periodo de sete anos, examinaram
100.080 soros contra leptospirose, pertencentes a varias espécies €
oriundos dos Estados de Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias, Bahia, Pernambuco,
Paraiba ¢ Para. Com relagdo aos bovinos, os resultados mostraram
mais de 50% dos soros positivos reagentes frente a wolffi.
Observaram também, em varias regides em que foi constatada esta
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sorovariedade, que ndo havia qualquer sinal clinico da doenga,
estando os animais aparentemente normais. O que se observa neste
¢ em outros trabalhos de levantamento sorologice citados
anteriormente onde a sorovariedade wolffi resultou a mais
prevalente, é a nido inclusdo da hardjo na bateria de antigenos
utilizada.

Varios autores (AYCARDI et al., 1980, ELLIS et al., 1981, ELLIS
et al., 1982, THIERMANN, 1982) relataram que hardjo tem sido
frequentemente isolada de animais soronegativos ou com titulos
aglutinantes muito baixos.

Os levantamentos soroldgicos sio boa medida para avaliagdo da
doenga no rebanho. O diagnédstico conclusivo necessita do
isolamento do agente, ja que existe uma correlagio baixa entre o
estado de portador e a presenga de soroaglutininas, principalmente
no caso de infecg@o por hardjo (ELLIS et al., 1981).

DORIA et al. (1982), coletaram 1666 amostras de soro bovino de
18 municipios do Estado da Bahia, abrangendo 34 propriedades. As
amostras foram submetidas a exame sorologico frente a uma bateria
de dezessete sorovariedades de leptospiras. Como resultado,
obteve-se em 69,09% dos soros, reagdo negativa ¢ em 30,01%
reagio positiva. A sorovariedade mais prevalente foi wolffi
(48,47%), com titulos variando entre 1:100 a 1:6.400.

AYCARDI et al. (1982) e GIRIO & MATHIAS (1988), relataram a
ocorréncia de aglutininas anti-wolffi respectivamente em bovinos e
cobaios, inoculados com cepa pura de hardjo.

WHITE et al. (1982) obtiveram amostras de sangue e rins de 306
bovinos abatidos, para realizagio de estudos microbioldgicos e
sorologicos sobre a ocorréncia da leptospirose bovina na Florida.
Obtiveram uma taxa de isolamento de leptospiras de 26,8% a partir
dos animais examinados, enquanto a sorologia demonstrou que
71,2% dos mesmos apresentaram titulos sorologicos de 1:100 ou
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maior. O principal problema observado pelos pesquisadores na
realizagdo deste trabalho foi exatamente a adaptagio e manutengéo
em laboratorio das amostras isoladas que pertenciam ao sorogrupo
Hebdomadis {(hardjo e balcanica).

RIBEIRO (1983), em trabatho realizade em uma fazenda de gado
de corte em Minas Gerais, observou que 53,3% dos bovinos
examinados apresentaram aglutininas anti-leptospiras, com maior
prevaléncia para hardjo (31,7%). No mesmo estudo, entre 18 vacas
que abortaram no ano de 1977, 77.8% apresentaram reacao
sorologica positiva frente 4 hardjo ¢ no ano seguinte, o fato se
repetiu com 91,7% de positividade para hardjo entre 12 animais
que abortaram.

O isolamento da Leptospira sp. em bovinos infectados a partir de
tecidos ou secregdes contaminadas é o diagnostico de confirmagio
da ocorréncia de infecgio animal, pressuposta a partir da
observacio de sintomas clinicos e/ou resultado positivo frente ao
teste sorologico (EGAN & O’REILLY, 1985).

Segundo ELLIS (1984), muitos aspectos da leptospirose bovina
ainda ndo estio bem definidos. No rebanho bovino das regides
tropicais e subtropicais a literatura mostra, por meio de
levantamentos soroldgicos que a leptospirose se encontra
amplamente difundida, mas poucos estudos microbiologicos ou
clinicos tém sido descritos.

Em trabalho de levantamento sorologico para leptospirose realizado
por ABUCHAIM & DUTRA (1985), na bacia leiteira de Porto
Alegre, no Rio Grande do Sul, pode-se concluir que a leptospirose
esta presente no rebanho de leite da Grande Porto Alegre como
infeccdo, numa prevaléncia de 49,8%, sendo hardjo a mais
prevalente em trés dos quatro municipios estudados.

ZAMORA et al. (1988), realizaram exames sorologicos e
bacteriologicos para leptospirose em 82 bovinos aparentemente
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sadios, abatidos em Valdivia , Chile. O resultado sorologico
demonstrou que 43,9% dos animais eram positivos, sendo hardjo a
sorovariedade mais prevalente (72,2%). Nos  exames
bacteriolégicos, conseguiram isolar ardjo dos rins de dois animais.
Na sorologia, um destes animais foi positivo com titulo 1:100 frente
4 hardjo, enquanto o outro apresentou resultado negativo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 SELECAO DA FAZENDA

Em maio de 1991, com o acompanhamento da rotina de exames de
leptospiroses em bovinos, realizados no Laboratdrio de Zoonoses
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (D.M.V.P.)
da Universidade Federal de Minas Gerais (U.F.M.G.), foi detectada
uma fazenda com animais apresentando altos titulos aglutinantes
frente & hardjo , além de problemas reprodutivos como abortos,
natimortos, nascimentos de crias fracas com ictericia, repetigdes de
cio € mamites.

3.2 LOCAL

A fazenda selecionada se localiza no municipio de Pitangui, Estado
de Minas Gerais. O municipio pertencente a Mesorregido
Metropolitana de Belo Horizonte ¢ Microrregido de Para de Minas.
Esta situado a 130 Km de Belo Horizonte, com altitude média de
630 metros acima do nivel do mar e coordenadas geograficas de 19°
40" 24" de latitude sul e 44° 52" 32" de longitude oeste (FIBGE,
1982). Possui area total de 563 km® e densidade demografica de
35,83 hab/Km?>. Em 1991, a populagio total era de 20173
habitantes, sendo 16005 residentes na area urbana e 4168 na area
rural, segundo FIBGE (1991).

A propriedade, de 295 hectares de area, fica proxima do Rio Para e
possui topografia acidentada com areas de varzea. Os dados
climaticos sdo tipicos da regiio do cerrado mineiro com periodo
quente e chuvoso nos meses de outubro a abril, e periodo seco de
maio a setembro. A temperatura média anual observada durante o
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periodo de 1980 a 1990 foi de 24° C, segundo o Instituto Regional
de Meteorologia de Belo Horizonte do Ministério da Agricultura e
Reforma Agraria. O sistema de produgio empregado era o de
produgio leitetra do tipo empresarial.

3.3 CARACTERISTICAS DO REBANHO

O rebanho bovino da fazenda era constituido, a época, de Gado
Pardo Suigo (Puro de Origem Importado / POI e Puro de Origem /
PO) e mestigo (Holandez x Zebu, Pardo Suigo x Zebu). A fazenda
utilizava as técnicas de Transferéncia de Embrides e Inseminagio
Artificial para renovagio do plantel e venda de novilhas e tourinhos
puros. No inicio da pesquisa, em 07/06/91 existiam 316 bovinos na
propriedade.

Com bases nos resultados observados nos exames sorologicos que
possibilitaram a detecgdo da fazenda, pode-se selecionar 30 vacas
que apresentaram altos titulos sorologicos frente a hardjo e
histérico de problemas reprodutivos. Este grupo foi submetido a
coleta de urina para pesquisa de leptospiras e posteriormente foram
tratadas com 25 mg/Kgpv de estreptomicina e vacinadas com vacina
produzida no D.M.V.P. da Escola de Veterinaria, que continha as
sorovariedades que se mostraram mais prevalentes no mesmo
exame. Este tratamento foi realizado visando o controle da
leptospirose na fazenda, uma vez que o sistema de produgdo
empregado tinha como objetivo a obtengdo de ganhos econémicos a
partir da produtividade animal. Este grupo de animais foi submetido
a dez coletas de urina, que foram realizadas com intervalos de
aproximadamente dois meses. Nas mesmas datas, foram realizadas
coletas de sangue de todo o rebanho para a realizagio dos exames
de leptospirose, além das duas ultimas coletas onde somente se
obteve amostras de sangue.

[ . ——
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3.4 PESQUISA E ISOLAMENTO DE LEPTOSPIRAS

Trabalhou-se com amostras de urina coletadas em frascos de 100 ml
esterilizados. A urina era obtida apos massagem na regiio do
perineo, desprezando-se o jato iicial.

A pesquisa de leptospiras na urina foi feita por meio de microscopia
direta com objetiva 40 x, ocular 10 x e condensador de campo
escuro a seco. Foram examinados os sedimentos de amostras de 20
ml de urina, apds centrifugagdo em centrifiga com coroa de 12
centimetros de didmetro, a 1000 rpm durante 10 minutos.

Para o isolamento de leptospiras, a urina era imediatamente diluida
a 1.10 em solugio salina tamponada estéril. Apds repouso de uma
hora, semeou-se 0,5 ml desta diluigio em duas séries de cinco tubos
cada, contendo meios de Fletcher (MYERS, 1985) ¢ EMIH
modificado (ELLINGHAUSEN & McCULLOUG, 1965)
adicionados de 30 mcg de neomicina conforme metodologia
proposta por MYERS (1985).

Esta parte do experimento foi realizada em laboratorio montado na
propria fazenda. No Laboratério de Zoonoses do DM.V.P., os
tubos contendo as culturas foram incubados em estufa a 28° C ¢
passaram i observa¢do semanal em microscopio de campo escuro
com condensador a seco para detecgdo de crescimento de
leptospiras.

Os tubos nos quais se observou crescimento de leptospiras, foram
submetidos 2 descontaminagio por meio das técnicas descritas por
MYERS (1985). Foram utilizadas as técnicas de diluigdo, filtragio e
inoculagdo em animais de laboratério.

A técnica de diluigio consiste em produzir diluigdes decimais (107!
a 10-8) do cultivo contaminado. Isto foi feito com a transferéncia de
0,5 ml da cultura a ser diluida para um tubo com 4,5 ml de solugdo
salina tamponada e posterior homogeneizagio. Este procedimento
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foi repetido, utilizando-se sempre pipetas estéreis para cada
diluigio, até a obtengio das oito diluigdes. Em seguida, inoculou-se
0,5 ml de cada diluicio em dois tubos de ensaio contendo meio de
Fletcher, sendo um tubo previamente tratado com 30 mcg de
peomicina. O mesmo procedimento foi realizado para tubos
contendo meio de EMJH modificado. Apds homogeneizagio, estes
novos cultivos foram incubados a 28° C e examinados diariamente
para observagio de crescimento de leptospiras.

Como as leptospiras, e ndo outras bactérias, podem atravessar
membranas filtrantes com poros de 0,22 e 0,45 Um (Milipore 0,22
ou 0,45 Um de porosidade com 4,5 centimetros de didmetro) pode-
se realizar a descontaminagdo de culturas utilizando-se a técnica de
filtragdo. Para isto, colocou-se 0,5 ml de meio liquido sobre placa
de petri estéril e sobre este, um disco de filtro, também estéril. Apés
a absorgido do liquido pela membrana do filtro, depositou-se 0,5 ml
da cultura contaminada sobre o centro da membrana filtrante.
Tampou-se a placa de petri, mantendo-a em temperatura ambiente
por aproximadamente duas horas. Apds este periodo, o material
filtrado foi coletado com pipeta de Pasteur estéril e inoculado em
duas séries de tubos com meios de Fletcher ¢ EMJH modificado,
incubado a 28° C e observado diariamente para verificagio de
crescimento de leptospiras.

Outra maneira de se isolar leptospiras de cultivos contaminados € a
utilizacdo de animais de laboratério. Isto € possivel devido ao fato
das leptospiras invadirem a corrente sanguinea rapidamente apds a
inoculagéio intraperitoneal enquanto as outras bactérias patogenas
necessitam de periodo maior de tempo. Foram utilizados hamsters
de 21 dias com indculo de 0,5 a 1,0 ml de cultura contaminada. A
partir de dez minutos apos a inoculagio, foram tomadas amostras
sanguineas por pungio cardiaca e inoculou-se uma gota de sangue
em duas séries de cinco tubos de ensaio contendo meio de Fletcher
¢ EMJH modificado. Os tubos foram incubados a 28 ° C e
observados diariamente.
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Apés purificagiio, as leptospiras isoladas passaram a fazer parte da
bateria de antigenos utilizada nos testes soroldgicos a fim de se
obter uma identificacdo preliminar dos sorogrupos envolvidos.
Posteriormente foram enviadas para tipificagdo final ao Royal
Tropical Institute (KIT), 39 Meibergdreef 1105 A2, Amsterdan,
Holanda, Laboratorio Internacional de Referéncia da Organizag¢io
Internacional de Epizootia, credenciado pela Organizagio Mundial
de Saade (OMS) e Organizagio Mundial de Agricuitura e
Alimentos (FAO).

3.5 TESTES SOROLOGICOS

Para prova sorologica foram utilizados como antigenos, culturas
vivas das sorovariedades hardjo/hardjoprajitnoe e wolffi/3705,
pertencentes ao sorogrupo Sejroe, fomecidas pelo Centro
Panamericano de Zoonoses. As culturas sio mantidas em meio de
EMJH modificado e utilizadas apés cinco a sete dias de
crescimento, com aproximadamente 100 microorganismos vivos por
campo microscopico de 400 vezes de aumento, sem
autoaglutinagdo, sem contaminagio € com mobilidade.

A pesquisa de aglutininas anti-leptospiras foi feita utilizando-se o
Método de Microaglutinagio Rapida (MAR) descrito por RYU
(1970). Os soros bovinos a serem testados foram diluidos a 1:50 em
solugio salina tamponada estéril. Desta dilui¢io tomou-se uma gota
de aproximadamente 0,05 ml, que foi colocada em placa de
porcelana escavada a4 qual acrescentou-se o mesmo volume de
antigeno, chegando-se a diluigio final de 1:100. A placa foi entdo
agitada e colocada em repouso por seis a oito minutos, em
temperatura ambiente. Apos este periodo, com uma alga de platina
tomava-se uma gota da mistura que foi colocada sobre lamna de
vidro (7,5 x 2,5) e examinada em microscopio de campo escuro
com condensador a seco, oculares de 10 x ¢ objetivas de 16 x.

O critério utilizado para leitura foi descrito por GALTON et al
(1962), onde o grau de aglutinacdo e lise ¢ dado em cruzes,
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variando de negativo até quatro cruzes. A reagdo quatro cruzes
(4+) ocorre quando cerca de 100% das leptospiras no campo estéo
aglutinadas. A reagio trés cruzes (3+), quando ha aproximadamente
75% de aglutinagdo das leptospiras no campo. A reagio duas cruzes
(2+) ocorre quando aproximadamente 50% dos microorganismos
no campo se encontram aglutinados. Por fim, a reagio uma cruz
(1+), ocorre com aproximadamente 25% de aglutinagio das
leptospiras no campo. Os soros sdo considerados positivos quando
ocorre, no minimo, 50% de aglutinagio, ou seja, a partir da reagdo
duas cruzes.
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4 RESULTADOS

Na primeira coleta de urina, 18 amostras foram positivas ao exame
direto em microscopio de campo escuro. Na coleta seguinte, em
13/08/91, 11 vacas ainda se mostraram positivas, mesmo apos o
primeiro tratamento, ao exame direto da urina realizado na propria
fazenda e foram tratadas novamente com dose unica de 25 mg/KPV
de estreptomicina. Apos esta data, todas as amostras de urina
obtidas foram negativas aos exames diretos e nas culturas para
isolarnento.

As ‘amostras de urina semeadas nos tubos contendo meio de
Fletcher, resultaram negativas para isolamento de Lepfospira sp.
Entre os tubos contendo meio de EMJH modificado, houve
crescimento de leptospiras em 13 frascos semeados com amostras
de urina da primeira coleta.

Conseguiu-se a purificagio de uma amostra que foi denommada L.
norma e tipificada como hardjo gendtipo hardjoprajitno (CTG) do
sorogrupo Sejroe, por KORVER (1993)* (Figura 1 e Grafico 1).

O isolamento foi realizado utilizando-se a técnica de passagem em
hamsters para descontaminagdo das culturas com isolamento
primario. As técnicas de filtragio e diluigio nao apresentaram
resultados satisfatorios para a descontaminagdo das culturas com
crescimento primario de leptospiras.

*KORVER, H. Investigations leptospirosis. Carta enviada em 20/08/93 ao professor

Elvie Carlos Moreira. (Royal Tropical Institute. N. H. Swellengrebel Laboratory of
Tropical Hygiene. 39 Meibergdreef 1105 A2 Amsterdam The Nethelards).
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Os resultados dos exames com hardjo (CTG), mostram menor
numero de soros positivos (Tabela 1 e Grafico 2), assim como,
titulos mais baixos, quando comparados com os resultados obtidos
para hardjo (OMS) e wolffi (Tabela 2 e Grafico 3).
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Sorovariedads =~ Amostra Referéncig

1. copenhageni Wijnberg

2. hardjo Hardjoprajitno
3. hardjo Hardjobovis

4. hardjo L. norma (Brasil}
5. balium Mus 127

6, coxi Cox

7. georgia LT 117

8. tarassovi Perepelicin

9. controle Negativo

10. controle Negativo

FIGURA 1 Resultado da reag3io de Polimerase em Cadeia (PCR) com

amostras L. norma isolada de bovino na Fazenda Cantagalo.
Pitangui, Minas Gerais.

Fonte: Hans Kover. Royal Tropical Institute (KIT)

39, Meibergdreaf
1105 AZ Amsterdan
The Netherlands
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Painel de anticorpos monoctionais para
L. norma (Brasil}/sorovariedade hardjo

Titulo

LLL AN RS

11 9213141518697 12
Anticorpos monocionais

1234568708910

+
Painel de anticorpos menoclonais para
Hardjoprajitno / sorovariedade hardjo

_Titulo

A 456878 21011121314 151697 42

Anticorpos monoclionais

L

GRAFICO I Comparagdo de /.. neorma com o painel de auticorpos monoclonais
do sorogrupo SEJROE
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TABELA 1 Percentual de bovinos positivos de acordo com as
sorovariedades no periodo de 07/06/91 a 01/12/93.

Fazenda Cantagalo - Pitangui - Minas Gerais

Data hardjo (OMS) hardio (CTG) wolffi
1991
07/06 41,8% ND 38,6%
13/08 33.2% 254% 30,.2%
1010 33,3% 23,5% 31,5%
0912 31.1% 25,5% 29,0%
1992
04/02 40,0% 26,9% 39,5%
07/04 26,7% 24 1% 20,6%
22/06 30,5% 27.0% 22,3%
20110 12.0% 11,1% 14.2%
1893
04/02 3,4% 1.4% 5.8%
29/04 4,9% 4.0% 3.1%
30/06 7.9% 7.0% 4.4%
112 1,6% 1,6% 2.4%

ND - Nao deteminado
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5 DISCUSSAO

Nos paises onde a leptospirose bovina tem sido estudada, a
Leptospira hardjo ¢ descrita como a Leptospira de maior
prevaléncia entre os bovinos e a principal causadora de abortos,
mamites e infertilidade (ap. THIERMANN, 1982).

Os primeiros trabalhos de levantamento sorologico realizados em
bovinos no pais utilizavam pequeno numero de sorovariedades
como antigenos ¢ nio era incluido o sorogrupo ao qual pertence a
hardjo (FREITAS et al, 1957, GUIDA & BARROS, 1958,
GUIDA et al., 1959, LACERDA et al,, 1960, BARBOSA, 1962).
Este pode ser um dos motivos pelos quais pomona ji foi
identificada como mais prevalente em bovinos, associado aos
sistemas de produgdo existentes na €época

Posteriormente, sorovariedades do mesmo sorogrupo ao qual
pertence a hardjo foram incluidas na bateria de antigenos e observa-
se alta prevaléncia das mesmas (REIS et al., 1973, MADRUGA et
al., 1980).

A alta prevaléncia de wolffi no rebanho estudado coincide com
vérios levantamentos sorologicos de bovinos realizados no pais
(SANTA ROSA et al., 1969, TERUYA et al., 1974, CORREA et
al., 1972, REIS et al, 1973, CORDEIRO et al., 1975, AVILA et
al., 1978, VAZ &OLIVE[RA, 1978, GIORGI et al, 1981, DORIA
et aL, 1982}, porém nestes trabalhos nio houve mclusao da hardjo
na bateria de antigenos utilizada. Segundo demonstrado por
AYCARDI et al. (1982) e GIRIO & MATHIAS (1988), a infecgio
com hardjo leva a ocorréncia de reagdes sorologicas cruzadas com
outras sorovariedades pertencentes ao sorogrupo Sejroe. Estes
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resultados sugerem ocorréncia de reagdes antigénicas cruzadas com
hardjo, pois no presente trabalho ¢ em levantamentos da mesma
época e subsequentes (WILLIAMS et al., 1975, MOREIRA et al.,
1979, RIBEIRO, 1983, ABUCHAIM & DUTRA, 1985, ZAMORA
et al, 1988), onde esta foi utilizada como antigeno, apresentou a
maior prevaléncia.

A ocorréncia de casos clinicos de leptospirose no rebanho estudado,
coincide com os achados de OLIVEIRA et al. (1980), que isolaram
uma amostra de Leptospira sp., pertencente ao Sorogrupo
Hebdomadis, de um rebanho bovino no Rio Grande do Sul, ¢ apesar
de nio ter sido realizada a tipificagdo final, a amostra isolada
apresentou titulos de 1:12.800 quando testada frente ao amtisoro
especifico hardjo/hardjoprajitno. Todos estes dados vém confirmar
a hipotese levantada por MOREIRA et al. (1979), durante estudo
sorologico da leptospirose em bovinos de Minas Gerais, que
supdem que o isolamento da hardjo depende muito mais da
intensidade de busca, do que de sua ocorréncia nos bovinos. Estes
dados estdo de acordo também com os achados de ELLIS et al
(1984), onde o autor coloca que nem sempre as cepas isoladas nos
tropicos sdo necessariamente as mais prevalentes, e sim, aquelas que
foram possiveis de se isolar com os métodos existentes. Com isso.
os antigenos utilizados nos levantamentos sorologicos de aglutininas
anti-leptospiras em bovinos podem ndo representar adequadamente
as sorovariedades presentes na regido.

Até o momento, os isolamentos de Leptospira sp. em bovinos
realizados no pais estdo restritos as sorovariedades pomona
(FREITAS et al., 1957), icterohaemorragiae (SANTA ROSA et
al., 1961) e duas cepas do sorogrupo Hebdomadis denominadas
guaicurus e goiano (SANTA ROSA et al, 1980). Com este
trabatho foi realizado o isolamento e tipificagdo final da hardjo,
gendtipo hardjoprajitno, pela primeira vez no Brasil. Este resultado
esta de acordo com EGAN & O’REILLY (1985), pois confirma a
presenga da mesma, anteriormente indicada por meio de
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levantamentos soroldgicos e ocorréncia da doenga em varias regides
do pais.

Segundo os resuitados observados no presente trabalho (Tabelas 1 e
2, Graficos 2 e 3), a cepa isolada hardjo (CTG), detectou um menor
niimero de soros positivos e com titulos mais baixos, quando
comparada com a cepa de referéncia hardjo (OMS), o que discorda
dos achados de ELLIS et-al. em 1978 (ap. EGAN & O’REILLY,
1985), onde a cepa por eles isolada apresentou maior sensibilidade
do que a cepa utilizada como referéncia em seus estudos.

Segundo ELLIS et al. (1981), ELLIS et al. (1982) e THIERMANN
(1982), a hardjo é uma leptospira pouco imunogénica. Este fato,
associado a maior sensibilidade demonstrada pela hardjo (OMS)
neste trabalho, justifica a utilizagio da mesma em casos de
levantamentos primarios, a fim de se evitar a ocorréncia de falsos
negativos, o que pode ocorrer principalmente quando se tem uma
baixa prevaléncia da doenga, correndo-se neste caso, o risco de nao
se diagnosticar a mesma se a cepa utilizada for pouco senstvel.

A utilizagio da hardjo (CTG) em levantamentos sorologicos ¢ mais
indicada quando ja se tem conhecimento prévio de alta prevaléncia
da doenga no rebanho ou se esta em andamento com o programa de
controle da leptospirose, ja que as chances de se obterem animais
falsos positivos com a utilizagido desta cepa como antigeno serido
menores ¢ assim pode-se avaliar se as medidas de controle utilizadas
tém-se mostrado efetivas. Outra indicagdo para o uso da cepa
1solada como antigeno, seria nas situagdes onde existem evidéncias
da ocorréncia da doenga no rebanho, como a existéncia de casos
clinicos. Neste caso, o teste sorologico positivo (MAR) frente a
hardjo (CTG) pode servir como diagnostico de confirmagio da
ocorréncia da infec¢do animal, visto que o isolamento € uma técnica
dificil e pouco pratica e os soros reagentes neste caso, dificilmente
seriam falsos positivos.
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Sabe-se que a utilizagdo de vacinas autdctones devera induzir uma
melhor resposta imunoldgica, garantindo uma protegdo mais efetiva
do rebanho vacinado. Neste caso, o uso da hardjo (CTG) para
produgdo de vacinas é medida importante a ser adotada nos
programas de controle da leptospirose bovina no pais.

Com relacdo ao isolamento, a amostra isolada foi obtida de um
animal que apresentou titulos sorologicos baixos frente a hardjo
(1:100). Estes resultados coincidem com os observados por
ZAMORA et al. (1988) que isolaram hardjo a partir de um bovino
soronegativo e de outro que apresentou titulos de 1:100.

Entre as técmicas de filtragdo, diluigio ¢ passagem em hamsters,
utilizadas para descontaminagio das culturas com isolamentos
primarios, somente com a técnica de inoculagio intraperitoneal em
hamsters foi obtida a descontaminagdo total da cultura e isolamento
da hardjo. Este resultado coincidle com o apresentado por
SULLIVAN & STALLMAN (1969), que com a mesma técnica
realizaram o isolamento de hardjo.

O isolamento final foi obtido em apenas uma amostra, o que pode
ser devido a alta exigéncia e sensibilidade da hardjo quanto a sua
manutencio em laboratorios (SULLIVAN & STALLMAN, 1969,
MYERS & JELAMBI, 1975, OLIVEIRA et al., 1980, WHITE et
al., 1982).




47

6 CONCLUSOES

1 O isolamento com tipificacdo da Leptospira hardjo, pela primeira
vez no Brasil, confirma sua presenga no pais.

2 A infecgdo por Leptospira hardjo/hardjoprajitno (CTG), foi
responsavel pela ocorréncia de casos de abortos, reabsorgio
embrionaria, infertilidade e mamites no rebanho estudado.

3 A sorovariedade hardjo/hardjoprajitno {CTG) devera ser incluida
nos inquéritos sorologicos e nas vacinas utilizadas para bovinos no

Brasil.
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7 SUMMARY

The ocurrence of Leptospira hardjo was tested in a bovine dairy
herd with reproduction problems. 132 animals (41,8%) had positive
reactions to that serotype and to microaggiutination rapid test. The
first isolate and tipification of hardjo hardjoprajtino genotype
(CTG) proves its presence in clinical cases of bovine leptospirosis in
Brazil. The seroaggiutination with the reference sample of hardjo
(OMS) and with the Brazilian isolate were positive, respectively, in
40 and 26,9% of the tested animals. Cross reactions were found
between hardjo and wolffi from the Sejroe serum group.

KEY-WORDS: isolation, kardjo, bovine.
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