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RESUMO

Foi analisada a infecgao por Lleptospira em 657 bo
vinos machos e femeas de varias faixas etarias, 30 vacas
pos-aborto e 20 cavalos da Fazenda Experimental da EPAMIG
em Governador Valadares, Estado de Minas Gerals; o0s soros
sanguineos dos animais foram examinados para 14 sorotipos
de leptospina, atraves da Microaglutinacao rapida (MAR).

Dos 657 bovinos de varias faixas etarias, 350
(53,3%) reagiram a um ou mais sorotipos, predominando haxdjo
(31,1%).

Das 30 vacas pos-aborto, 26 (86,6%) reagiram a um
ou mais sorotipos, predominando o sorotipo haidfo com inci-
dencia media de 84,7%.

Dos Z0 eqiiinos, 18 (90%) reagiram a um ou mais so
rotipos, predominando canicola (65%), castelloni (60%)
bratistava (55%) e pyrogenes (50%).

Atraves da Microaglutinacdo rapida (MAR), cultivo
em meio de Fletcher e imunofluorescencia direta (IFD) foi
pesquisada a infecgdao por Lepfospira em 87 roedores perido-

miclliares e silvestres da mesma propriedade.
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0 nimero de rcacGes positivas e a frequéncia dos
sorotipos encontrados a MAR nao foram significativas, esta
tisticamente comparadas a sorologia dos bovinos e equinos
e analisadas pela prova NAO PARAMETRICA DO "Q" de Cochran.

De 87 rins triturados e suspendidos em meio de
Fletcher, nao foi possivel isolar Lepfespina; nao foi obser-
vada Leptospira em 87 cortes renails corados para IFD com
conjugado L. pomena.
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1. INTRODUCAC

As leptospiroses sao, no momento, uma das enfermi
dades mals difundidas e multiformes que afetam o homem e ani
mais, causadas por grande nUmero de sorogrupos, com mais de
150 sorotipos e amostras da bactéria Leptespira da espécie
intennogans; ocorre em todo o mundo.

Varias espécies de animais domésticos sao infecta
das por diferentes sorotipos de Lepfospdira. A presenga de
aglutininas anti- L. canficofa, L. Lcterchaemonnhagiae, L.
grippeityphosa, L. australis, L. sefroe e principalmente
L. pomona no soro de equinos tem sido citada por BARBOSA
(1962} .

Bovinos de varias partes do mundo, como também do
Brasil, tem sido alvo das pesquisas sorologicas, que compro
vam a ampla distribuicao dos sorotipos de Lepfespira na es-
pécie. A leptospirose bovina acarreta perdas por abortos,
natimortos, bezerros fracos, retencao de placenta, endomet;é
te, queda na fertilidade e mamite. Os sorotipos mais incri-
minados como causa destas alteracoes tem sido a L. pomona,
L. harndjo, L. wol4fi, L. sefroe, L. hebdomadis e L.
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Letenochaemornhagiae SUMMERS et afid (1974).

Uma cartacteristica importante nas leptospiroses €
que homens. e animais infectados tornam-se portadores da
Leptospira a nivel renal. E eliminada pela urina, durante pe
riodos que variam de meses a anos, com possibilidade de se
estender por toda a vida, como € o caso de roedores peri-do
miciliares e silvestres assintomaticos CORREA § MEARIN
(1971).

A leptospira, encontrando no meio ambiente fatores
climaticos, favoraveis a sua sobrevivéncia, como estacao do
ano, chuva, temperatura e umidade relativa do ar, pode 1in-
fectar e prevalecer e se manter nos bovinos ALEXANDER (1973).

A interrelacao da presenca de Lepfospinra nos roede-
res e sua transmissao aos bovinos proximos foi c¢itada por
SCHNURRENBERGER et afid (1970).

A essencia das infecgOes por leptospiras consiste
portanto na excregao dos microrganismos na urina de animais
infectados: da sobrevivencia destes microorganismos em lo-
cais umidos e de sua difusao a outros animais.

No presente trabalho, propos-se analisar um foco
de infecgao por Lepteospira em Minas Gerais, durante o perio
do de 1977 e 1978, em uma Estacao Experimental da Empresa
Estadual de Pesquisa Agropecuaria (EPAMIG), no municipio de
Governador Valadares, pretendendo-se como objetivos:

- Determinar os sorotipos prevalentes de Leptospia
{intennvgans em animais domésticos e silvestres.

- Identificar roedores como fonte de infeccao.

- Isolar em roedores silvestres e peri-demlcilia-
res. 0s sorotipos patogenicos.

- Demonstrar as lLeptospiras em tecido renal de roe

dores.




¢. LITERATURA CONSULTADA

2.1 - Prevaléncia dos Sorotipos de Leplospirna em

bovinos e eguinos.

LACERDA et afii (1960}, no Brasil, examinando so-
ros de 495 vacas adultas, com o emprego de cultura de L.
pomonga COmo antigene, encontraram, de 332 animais provenien
tes de rebanhos, com historico de aborto e retencao de pla-
centa, 95 positivos a L. pomona, concluindo que este sorotl
po € importante no nosso meio.

SANTA ROSA et afi{ (1961), trabalhando com 279
amostras de soros bovinos provenientes de 14 propriedades,
da Regiao de Campinas, SP, algumas, até com historico de
aborto em seus rebanhos, encontraram 79 reagoes positivas,
com 35 para L. Letenchaemonnhagiae; 29 para L. grippotyphosa ;
06 para L. pomona e 01 para L. candcofa.

BARBOSA (1962), analisando soros de 120 bovinos e
112 equinos provenientes de varios municipios do Estado de
Minas Gerais, encontrou uma incidéncia media de reagoes po-

sitivas a Leptospina em 27,7% dos equinos e 18,3% dos bovi




nos. Em maior escala, os soros de ambas as espécies reagiram
para L. pomona e L. ictenohaemonnhagiae. Em ordem decrescen
te. encontrou ainda L. sejrce, para bovinos € L.grippotyphesa,
para equinos. A L. canicolfa, entre os sorotipos usados, fo1l
a que apresentou resultades mais baixos.

SULZER et alfii (1964), testando bovinos de oito
estados americanos, encontraram ampla distribuicao do soro-
tipo hardjc.

STLVA et alidi (1972), analisando 810 amostras de
soro de equinos sadios, do Estado de Sao Paulo, pela soro-
aglutinacao rapida, encontraram 9,6% de positivos e maior
incidéncia dos sorotipos canicola, pomcna € wolgdi.

WILLIAMS et afii (1975) examinaram clinica e soro
logicamente 63 bovinos de uma propriedade do Rio Grande do
Sul, onde 22 abortos ocorreram em nNove sSemanas. Os soros de
17 animais, que abortaram, reagiram positivamente para L.
sefrce, com reagoes cruzadas para L. wolfgsi, L. harndjo e
L. pomona.

MYERS & JALAMBI (1975), avaliando sorologicamente
a prevaléncia da leptospirose bovina, na Argentina, encontra
ram aglutininas leptospirais com mais frequéncias para o SO
rogrupo Hebdomadis, dentro do qual 45,8% reagiram para O SO
rotipo hardjo.

ARUNASALAM (1973), na Malasia, submetendo 165 so-
ros bovinos ao exame de aglutinagao microscopica. encontrou
50 soros reagentes (30,67%). Os sorotipos mais frequentemen
te encontrados foram L. pomona, L. hebdomadis e L. hycos.

JELAMBI et alii (1976) verificaram, na Venezuela,
de 1968 a 1974, a predominancia dos sorotipos handjo, wolfb4,
sefnoe, hebdomadis e balfum, em bovines e pyhrogenes, batllum,
pomona e canicofa, em equinos.

LEON VIZCAINO § MIRANDA GARCIA (1876). examinando
560 soros bovinos de 95 rebanhos, na Espanha, verificaram
que 46,5% dos bovinos e 70,5% dos rebanhos foram positivos

para leptospirose. A reacao mais comum fol para os sorotipos




de L. {cterohaemonnhagiae e L. pomona. Uma frequéncia rela-
tiva de reacoes ocorreu para L. sefroe. Mais, raramente, en
contraram reagoes para L. baflfum e L. gadippotyphosa. Inves-
tigando ainda 5 surtos de abortos em vacas, dilagnosticaram
L. pomona como causadora de 3, L. sejroe causadora de um e
L. Leterchaemonrnhagiae a causadora do ultimo.

TAWFIC (1977), no Egito, testando 394 amostras de
soros bovinos para os sorotipos pomona e handjc, encontrou
3,5% de reacdo a L. hardjo e todas as amostras negativas a
L. pomona.

ZAMORA § RIEDEMANN (1978), examinando abortos em
vacas no Sul do Chile, encontraram o envolvimento de L.
hardfc e L. pomona.

HUSSAIN et afii (1978), reagindo 286 amostras de
soros bovinos do Alabama, pela tecnica de microaglutinagao,
contra 12 sorotipos de Llepitespira, encontraram 47% de rea-
cdo a L. handjo; 34% a L. wolf44i; 12% a L. canicola; 10% a
L. pomona e 10% a L. balfum. Os sorotipos autumnalis,
grippotyphosa, Licterchaemonnhagiae, pynogenes e fLarassovd
reagiram em menos de 5% das amostras.

ELDER & WARD (1978), estudando a prevalencia e dis
tribuicao de titulos leptospirais em bovinos, na Australia,
relataram maior presenca de sorotipo hardjo em relagao ao
sorotipo pomond.

LEON VIZCAINO et afii (1978), examinando 2850 amos
tras de soro de varias espeécies animais, na Espanha, revela
ram dados de 32% de anticorpos leptospirais, em bovinos e
644%, em cavalos. As reagoes mais frequentes foram aos soro-
tipos Actferochaemorrhagiae, pomona e sejroe, seguida, em im-
portancia decrescente, para grippotyphosa e ballum.

TOLARI et afii (1979), testando 649 amostras de
soros de bovinos abatidos, na Italia, encontraram 21% posi-
tivas para L. haxrdjo, 10% positivas para L. gaippothyphosa e
8% positivas para L. hyos. .

GORDON (1979), estudando bovinos sadios na Austra




lia, revelou que titulos a L. handje ocorreram com grande
frequéncia e sio difundidos entre a populagao bovina.

‘DAMUDE et alid (1979}, testando, pela microagluti
nacao para leptospirose, durante 1971 e 1972, soros de equi
nos. em Barbados, encontraram 64% de reacodes, com predominan
cia do sorogrupo Pyrogenes.

MOREIRA et afi4 (1979), em Minas Gerais. testando
6.429 amostras de soro bovino, divididas em dois grupos (I
e II), para seis sorotipos de Leptospinra, encontraram no gru
po I (3727 amostras) 16,29% de reacoes a L. pomona; 12,10%
a L. wolffd; 11% a L. hardjo; 5,85% para L. grippotyphosa,
5.15% para L. Lctenchaemonrhagiac e 2,20% a L. canicola. Ja
no grupo IT (2702 amostras) 27,83% de reacbes a L. wol{§4,
24.,12% a L. handfo; 11,55% = L. pomona; 4,48%

-

L. deternohaemorrhagiae; 3,61% 4 L. canicola e 2,205

mroe

L. grippotyphosa.

ELLIS (1980), estudando bovinos na Irlanda do Nor
te, revelou ser a infecgao pela L. hardjo o maior fator na
etiologia do aborto bovino.

HIGGINS et afi4 (1980) isolaram Leptosdpira do so-
rotipo haxrdfo de leite e urina de vacas leiteiras afetadas
por mamite e aborto, num grande rebanho bovino americano.

MILNER et afii {1980), estudando 1355 amostras de
soro bovino, na Australia, verificaram a prevalencia do so-
rotipo hardjo (86,3%); seguida de tarassovi (7,8%), balfum
(3,7%); pomona (2,4%); autumnalis (1.8%) ¢ bataviae (1,2%).

MADRUGA ef afii (1980)., analisando 670 amostras de
soro sanguineoc de bovinos de nove municipios do Estado de
Mato Grosso, pela microaglutinacao répida, encontraram 74,3%
de aglutinas anti-leptospiras. Os sorotipos mais encontra-
dos foram L. haadfo (41%), L. sejroe (40%) e L. wolffi (30%).

FERGUSON & HANNA (1981), trabalhando com fetos bo
vinos abortados, nos U.S.A., diagnosticaram leptosplrose,
isolando Leptospina do rim e olhos fetais. Realizando estu

dos sorologicos e de imunofluorescencia, verificaram que 56,
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das 58 amostras de Lepfospdira 1soladas dos fetos, pertenciam
ao sorogrupo Hebdomadis, eram identicas antigenicamente a
L. harndjo e uma amostra (AB56) foi tipificada especificamen
te como sorotipo hardijo.

2.2 = Prevalencia dos sorotipos de Leptospira em

roedores e intertransmissibilidade entre roedores e bovincs.

BARBOSA & HIPOLITO (1952) examinando 61 ratos da
espécie Rattus norvengicus, em Belo Horizonte, atraves  de
exames de triturados de rim em microscopio de campo escuro,
encontraram 27 (44,3%) positivos para L. {cterchaemorrhagiae.

PESTANA DE CASTRO ef afid (1961) -encontraram 26
(50.09%) preas reagentes a microaglutinacao rapida. em 51
preas capturadas no Estado de Sao Paulo.

GORDON et afii (1961), num estudo epodeniologico
em ratos na Malasia, concluiram que, embora especies dife-
rentes possam viver lado a lado, o contato real pode ser me
nor que O necessario para passar leptospiras.

CLARCK et afi4 (1962), analisando 3 rebanhos bovi
nos da Pensylvannia, encontraram reagdes sorologicas a L.
ghippotyphosa e relacionaram o achado com o isolamento des
te sorotipo em 7 roedores silvestres (Microtus pensylvanicus).

DOHERTY (1967}, analisando experimentalmente a 1in
feccao e difusao de L. pomona num rebanho bovino da Austra-
lia, verificou que a incidencia da infeccgao esteve em fun-
cao do numero de bovinos susceptiveis, nivel de contaminacgao
ambiente a quantidade e distribuicao das chuvas. Naoc houve
relacionamento com roedores, desde que a infecgao nao foi de
tectada em 62 roedores, presos em gaiolas, na area geogra-
fica do experimento.

CORDEIRO (1970), examinando 116 camundongos do Es
tado do Rio de Janeiro, isolou L. pomcena de 46 (39,6%).

TWIGG § McDIARMID (1972), encaminhando soros bovi-




nos leiteiros para leptospirose, na Inglaterra, encontraram
12,3% de animais reagentes, relacionando este indice com fa
tores ambientes, como, presenga de roedores [(Rattus norvegicus
e Mus Muscufus! com altos indices de infeccao (64,8%).

PINHEIRO et afii (1974) encontraram, em 222 soros
de marsupiais e roedores capturados em varios lugares da Ro
dovia Transamazonica, 15 (6,7%) soros com aplutininas anti-
-leptospira para L. gradlppotyphesa, L. wolfgi, L. bataviae e
L. butembe.

SANTA ROSA et afil (1975}, observando a ocorreéen-
cia de Leptospirose em roedores do Estado de Sao Paulo, iso
lou sorotipos balfum, szwajizak, ALciterchaemorrhagiae e
grippotyphesa de muitas especies animais silvestres.

LEON VIZCAINO et afii (1977) estudando cinco sur-
tos de leptospirose com hamoglobintria e aborto em bovinos,
na Espanha, encontraram L. pomena em tres fazendas. L.balfum
foi 1solada de um bezerro com nefrite, em outra fazenda e
neste caso sugeriram que esta leptospira foi mantida numa
grande variedade de roedores desta fazenda ou das proximida
des.

TAWIFIC et afi4 (1977), testando, sorologicamente,
220 ratos e camundongos, no Egito, contra 10 sorotipos de
Leptospina, encontraram titulos de 1:200 em 13% das amostras.
0s sorotipos que mais predominaram foram L. haxdjo (50%); L.
javancea (21%); L. sejroe (14%) e L. baflfum (15%).

ARORA § BAXI (1978/9) detectaram anticorpos leptos
pirais para L. bataviae em uma de 30 cobaias e para L.
{ctenchaemonnhagiae em 2 de 15 ratos gigantes, na India.

NEDUNCHELLIYANS et afii (1979), na India, testan-
do amostras de soros de 32 ratos gigantes da India (marsu
piais} e 31 ratos comuns para onze sorotipos de Leptospira,
encontraram 6 (19,3%) rTatos comuns positivos para L.
Lcterohaemonnhagiae, L. semaranga e L. andamana e 14 (43,7%)
dos ratos gigantes (marsupiais) positivos para L. hebdomaddis,
L. pyrogenes, L. grippotyphosa, L. bataviae, L.




Lctenohaemonnhagiae, L. tarnassovd, L. semaranga, L.canicola
e L. autumnaldis.

CARTER & CORDES (1980), estudando 160 ratos (112
da area urbana e 48 da area rural) na Nova Zelandia, encon-
traram 38.4% de ratos urbanos infectados com Lepfospinra, com
parados com 41.7% dos ratos rurais. No total, 63 ratos
(39,4%) tinham infeccao leptospirica recente e 33% excreta
ram lLeptespira na urina; isolaram L. copennagend de 36 ra-
tos e L. balfum de 15.

HATHAWAY & BLACLMORE (1981), trabalhando com
Rattus natius e Rattus norvegdicus, na Nova Zelandia, isola-
ram Lepfospira do sorogrupo baflum em 21 dos 61 Ratfus ratius
(34%) e em 63 dos 243 Razttus norvegdlcus (26%).

LICERAS HIDALGO (1981)., investigando a epidemio-
logia da Leptospirose em animais selvagens no Peru, encon-
traram em 15 roedores (Prilandern opossum) 9 (60%) sorologi-
camente positivos e de 11 (73,3%) isolaram leptospira do so

rogrupo Hebdomadis, Cynopteri, Tarassovi e Pomona.

2.3 - Demonstragao de leptospira pela Imunofluores

céncia Direta.

WHITE § RISTIC (1959), atraves da IFD, demonstra-
ram L. pomena nos rins de cobaio e na urina de bovinos, am
bos infectados, experimentalimente. A inespecificidade do mé
todo fei demonstrada pelo fato de sorotipos heterdologos ao
conjugado terem apresentado fluorescencia.

COFFIN § MAESTRONE (1962) observaram que o0s conju
gados L. pomona, L. icterchaemorrhagiae e L. canilcofa coram
esfregagos de sorotipos heterologos, nao apresentando gran

des diferencas, quando comparados aos sorotipos homologos.
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3. MATERIAL E METODOS

8.1 - Local e Caracteristicas do Rebanho

O experimento foi realizado na Fazenda Experimen
tal da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG), de area de 1936 hectares e localizada no munici
pio de Governador Valadares, Regiao Vale do Mucuri em Minas
Gerais. O Municipio se localiza a 310 km de Belo Horizonte,
MG, tem uma altitude média de 167 m acima do nivel do mar e
coordenadas geograficas de 180° 51' de latitude sul e 41°
55' de longitude QOeste.

A fazenda, de topografia acidentada com elevacgoes
abruptas e pronunciadas intercaladas com areas de varzea,
apresentava dados climaticos como os da regido: periado quen
te e chuvoso de outubro a abril e periodo seco de temperatu
ra amena de maio a setembro, embora pudesse haver variacgoes
acentuadas durante o ano. A temperatura média anual observa
da, durante o periodo de 1960 a 1980, foi de 24°C segundo
Instituto Regional de Meteorologia de Belo Horizonte - Mi-
nisteério da Agricultura.
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O rebanho bovino da fazenda era constituido de ga
do de corte Nelore (PC e PO) e mesticos (Nelore x Indubra
sil); além -desta espécie havia, apenas eqiinos e muares. A
estacao de monta era de outubro a janeiro e o sistema de
criagao era extensivo com bezerros criados ao 'pé da vaca"

e desmamados em torno de 8 meses de idade.

8.8 - Descrigaoc do surto

No final do ano de 1977, comegaram a ocorrer abor
tos e mamites em vacas (18 abortos) e mortes em bezerros com
sintomas de ictericia, febre e urina avermelhada. Embora
existisse suspeita clinica de Leptospirose, os animais fo-
ram submetidos a exames de brucelose pelo método da soroaglu
tinacdo em placa, vibriose pela mucoaglutinacao lenta e tri
chomonose pela pesquisa do protozoario apresentando em to-
dos, resultados negativos.

Em 1978, continuavam as mortes de bezerros com o0s
mesmos sintomas citados anteriormente e encontramos 12 va

cas que abortaram até o més de maio, daquele ano.

3.3 = Animaie
3.53.1 - Bovinos

Foram coletadas amostras de sangue de 657 bovinos
(animais jovens., femeas e machos adultos - GRUPO I) que re
presentavam a populacdo total exposta ao surto, ja que o res
tante do rebanho bovino se encontrava, totalmente isolado
em piquetes especiais para experimentos na area de Nutrigao
Animal. Coletaram-se, tambem, amostras de sangue das 18 va
cas que abortaram no ano de 1977 (GRUPO I1) e das 12 vacas
que abortaram no ano de 1978 (GRUPO III}.
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3.3.2 ~ Equinos

Foram coletadas amostras de sangue dos 20 cavalos

que estavam em contato com os bovinos (GRUPO 1V).
$.3.3 - Roedores

Foram capturados, através de gaiolas tipo tinel
com algapao, estrategicamente colocadas em varios pontos da
fazenda (ao longo dos cOrregos, proximas as lagoas e proxi-
mas ac paiol) usando-se como 1iscas banana e milho, 87 roedo
res silvestres e peri-domiciliares (GRUPO V), dos quais fo-
ram retiradas 174 amostras de rins {(duas de cada roedor) e
87 amostras de sangue (Quadro I).

3.4 - Prova Sorologica
3.4.1 - Preparo do Antigeno

As culturas de Leptospira foram gentilmente cedi-
das pelo Centro Panamericano de Zoonoses (CEPANZQ) - Repg
blica Argentina, cujos sorotipos e amostras estao relaciona
das no Quadro 11.

As culturas recebidas no meio semi-sdélido de
FLETCHER (1928) foram, "a posteriori', repicadas no meio 11
quido de STUART (1946}, acrescentado de 10% de soro de coe~
lhes, clinicamente sadios.

Os antigenos eram representados pelas culturas vi
vas dos sorotipos de leptospira (Quadro II) em meio de
Stuart, com 5-7 dias de idade, obtendo-se¢ assim, aproximada
mente, 100 microorganismos vivos, por campo microscéopice de
400 x de aumento, sem autocaglutinacgao, sem contaminacao e
com mobilidade.




3.4.2 - Sorologia

Para pesquisar aglutininas anti-leptospira, utili
zou-se o Metodo de Micriaglutinacao rapida (MAR) descrito
por RYU (1970).

As amostras de sangue foram dessoradas e o soro
diluido em solucdo de Sorensen (pH 7.6) na diluicao 1/50 e
adicionado ao antigeno meio a meio, alcancando a diluigao fi
nal de triagem 1/100. (De cada diluicac do soro 1/50 to
mou-se uma gota * 0,05 ml que foi colocada em placa de por-
celana escavada ¢ adiclonou-se igual volume de antigeno, nu
ma mesma escavacao).

Agitou-se a placa e deixou-se em repouso por 5-8
minutos, em temperatura ambiente.

Uma gota da mistura, tomada com alga de platina,
foi colocada sobre uma lamina de vidro para microscopia (7,5
x 2,5 cm) e examinada em microscopio com condensador de cam
po escuro a seco, usando-se oculares de 10 x e objetiva de
16 x.

3.5 - Leitura e Interpretagao

0 critério de leitura das reacoes de MAR utiliza
do foi o descrito por GALTON et afi< (1962):

- o grau de aglutinacao e lise e dado em cruzes,
variando de negativo até 4 cruzes,

- veacdo 4 cruzes (47) quando de 75 a 100% das
leptospiras estao aglutinadas-

- reacgao 3 cruzes (3+) guandao, aproximadamente,
75% dos microorganismos estao aglutinados;

- reagao 2 cruzes (2+) quando, aproximadamente,
50% dos microorganismos estao aglutinados;

- reagao 1 cruz (1+) quando ocorre, aproximadamen
te, 25% de aglutinacao;

- os soros sao considerados positivos a lLeptospira
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quando ocorre, um minimo de 50% de aglutinacao, ou seja, a

partir da reagdo 2 cruzes (2°).

3.6 = Isolamento de Leptospina

Para isolamento, trabalhou-se com 87 rins de roe-
dores, colhidos assepticamente, em placas de Petri, previa-
mente esterelizadas.

Cada rim, apés retirada da capsula de Bawman, foi
triturado em gral estéril. O triturado era suspenso em 10 ml
de salina tamponada pH 7,6 e uma gota deste material foil se
meada em meio semi-solido de FLETCHER (1928}, usando-se qua
tro tubos.

Foram feitas leituras macro e microscopicas, na
primeira, segunda, terceira e quarta semanas apos inocula-
¢ao. As culturas negativas, apos a quarta semana, eram des-
cartadas.

3.7 = Imunofluorescéncia Direta (IFD)
3.7.1 — Freparo dos Cortes dos Rineg

0 estudo da IFD foi feito nos outros 87 rins dos
roedores capturados. Através do Microtomo de Congelagao, fo
ram feitos cortes histologicos transversais dos rins, de 4y
de espessura, abrangendo fragmentos da camada cortical e me
dular renal. Foram feitos dois cortes por lamina, que, seca
dos a temperatura ambiente, foram fixados com acetona P.A.
por 30 minutos, no congelador (—ZOOC), conforme HODGES &
EKDAHL (1973).

Apos este tempo, a acetona era escorrida e, estan
do a lamina seca, os cortes histologicos eram delimitados

com esmalte branco, nao cintilante.
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3.7.2 - Preparoc da Reagac

‘0O conjugado anti-pomona, cujo corante era o 1so-
tiocianato de fluoresceina, foi diluido a 1:8 em solugao sa
lina tamponada pH 7,2. Cobria-se todo o corte histologico,
delimitado por esmalte brance, com o conjugado diluido.

As laminas foram incubadas em camara umida, a 37°C,
por 30 minutos e posteriormente, lavadas, rapidamente, em
salina tamponada pH 7,2, colocadas em uma outra solucao sa-
lina tamponada pH 7,2, por 10 minutos (lavagem por imersao)
e enxaguadas, rapidamente, em agua destilada. Apos estarem
totalmente secas, a temperatura ambiente, foram entao monta
das com laminula e glicerina tamponada pH 7,2. Foram, tam-
bem, preparadas laminas controles positivo e negativo do mé
todo, conforme técnica de MOULTON & HOWARTH (1957).

3.7.3 - Leitura da Reacgac

Considerava-se como reacao positiva o aparecimen-
to de leptosplras fluorescentes isoladas ou agrupadas, nos
campos microscopicos.

Utilizou-se microscOpio binocular, condensador de
campo escuro, a oleo, objetiva de imersao 40 x, oculares de
10 x, filtro de excitacao GZ e de barreira 0/41. Como fonte
de iluminacgao foi usada uma lampada ultravioleta  HBO - 200

(Osram) .
3.8 — Anglise Estatistica

Para verificar se a incidencia dos diferentes so-
rotipos diferia significativamente, dentro de uma espécie
animal, aplicou-se aos resultados a prova NAO PARAMETRICA DO
"Q de Cochran', segundo SPIEGEL (1975), que se adapta aos ca
sos em que oS dados se apresentam em escala nominal, em mais
de duas situacgoes.




16

A Hipotese Nula estabelecida foil a seguinte: ''Nao
ha diferencas significativas entre as frequéncias dos diver
sos sorotipos, nas varias espécies analisadas'.

A Hipotese Alternativa foi: "Ha diferencas signi-
ficativas entre as frequencias dos diversos sorotipos, nas

varias especies analisadas".

0 nivel de significancia escolhido foi de 1%.




QUADRC 1

Classificagao™ doe roedores capturados na Fazenda

Experimental da EPAMIG em Governador Valadares - MG - 1977.

NOME CIENTIFICO NOMERO DE ANIMAIS
Nectoemys squamipes 28
Akodon arvdicufoddes 23
lygodontomys Laziurus 20
Rattus ralitus 7
Oryzomys subflavus 6
Cavia 4p 3
TOTAL 87

*Segundo professor Celio Valle, do Departamento de Zoologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.




QUADRCO 11
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Sorotipos de Leptospira usades como antigenos, no

teste de Microaglutinagao Rapida (MAR) formecidos pelo

tro Panamericano de Zoonoses.

Ceﬁ

SOROGRUPO SOROTIPO AMOSTRAS
AUTUMNALIS autuminalis AblyCami A
BATAVIAE bataviae Van Tienen
AUSTRALIS bratislavea Jez bratislava
CYNOPTERI butembo Butembo
CANICOLA canicola Hond Utrecht VI
BALLUM castellond Castellon 3
GRIPPOTYPHOSA grippotyphosa Moskva V
HEBDOMADIS hanrd{o Hardjopraiitno

sdefhoe M &<

wol § 44 3705
ICTEROHAEMORRHAGIAE Lcetenohaemonrnhagiae RGA
POMONA poemonc pomona
TARASSOVI tahatbdovd perepelicin
PYROGENES pyrogenesd salinem




4. RESULTADOS

4.1 - Isolamento de leplospira

Nao foi observado crescimento de Leptospira em ne
nhum dos triturados dos 87 rins de roedores, semeados em
meio de Fletcher.

4.2 - Imunofluorescéncia Direta

Nenhuma das 87 amostras de rins de roedores apre-
sentou Lleptospira fluorescente.

4.3 - Sorologic
4.3.1 - Resultados Estatisticos
0Os valores de "Q" encontrados, quando da aplica-
cao da prova aos cinco grupos de animais, constam do Qua-

dro III. Como pode ser visto, neste Quadro, houve aceitacgao

da Hipotese Nula apenas com relacao ao Grupo V. Para os ou




tros quatro grupos, naoc houve aceitacao da Hipétese Nula,
indicande que houve diferengas significativas entre as fre-

quencias dos diversos sorotipos.

4.3.2 = Incidencia dos Sorotipos nas diver-—

sas espécies animais.
4.3...1 - FKoedores

Observou-se que o numero de reacOes positivas e a
frequéncia entre os sorotipos ndo foi significativa (Quadro
IIT e TABELA 1).

4.3.8.82 - Bovinoe

Pode-se observar, na TABELA 1, que, dos 657 soros
bovinos examinados, 350 (53,3%) apresentaram reagoes a um
ou mails sorotipos. Ocorreram reagoes para todos o0s soroti
pos, predominando haidje (31,7%). As menores taxas de inci-
dencia foram para L. pomona (0,8%) e tarassovi (0,5%).

Das 18 vacas que abortaram, em 1977, o exame soro
logico revelou que 15 (83,3%) reagiram a um ou mais soroti
pos de leptospira e o sorotipo predominante foi haxrdje
(77,8%) - TABELA 2.

Examinando-se o soro das 12 vacas que abortaram,
em 1978, verificou-se que 11 (91,7%), reagiram a mais de um
sorotipo, com a predominancia tambem do sorotipo haxrdjo
(91,7%), seguido por bataviae (83,3%). Apenas um animal nao
reagiu a nenhum sorotipo.

Os sorotipos butembo, castelloni e grnippotyphosa
nao foram detectados sorologicamente nos dois grupos de va-
cas que abortaram. O sorotipo Lcterchaemorrhagiae, tambeéem
nao fol detectado sorologicamente no grupo de vacas que abor
taram em 1978 (TABELA 2).
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4.3.2,3 - Equinos

Observou-se, ainda, que dos 20 soros eqﬁinos tes-
tados, 18 (90,0%) reagiram a um ou mais sorotipos, predomi-
nando o0s sorotipos canicofa (65.0%), castelloni (60,0%) e
bratisfava (55.0%) e pyrogenes (50,0%). Incidencia nula ocor
reu para oS sorotipos butembo, farassovd e ALcternchaemorrhagiae.

Os percentuais de incidéncia de cada sorotipo ao
teste de MAR para leptospirose, dos soros dos roedores, bo-
vinos e equinos estao registrados nas TABELAS 1 e Z e nos

Graficos 1, 2, 3 e 4,




QJQUADRO IIT

Valores de "Q" nos & grupos animais

]
[ )

GRUPOS Q gl ¥ 2 HIPOTESE NULA
I 963,21 13 27,69 Nao aceita
11 69,67 13 27,69 Nao aceita
111 83,84 13 27,69 Nao aceita
IV 74,68 13 27,69 Nao aceita
Ay 19,87 13 27,69 ACEITA
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5. DISCUSSAC

A insignificancia das reacoes sorologicas a prova
de MAR para leptospira e os resultados negativos no isolamen
to de Lleptospira dos roedores indicam que, no presente tra-
balho, estes animais nao atuaram como fonte de infeccao pa-
ra ¢ problema do rebanho em estudo, embora BARBOSA §HIPOLITO
(1952); PESTANA DE CASTRO et afii (1961) tenham relatado ig

dices significantes de infeccao em roedores no Brasil, TAWFIC

et alAd (1977} ; NEDUNCHELLIYANS et alii {(1979); CARTER §
CORDES (1980); LICERAS HIDALGO (1981) tenham encontrado o
mesmo em outros palses e CLARCK et afii (1962), CORDEIRO

(1970); TWIGG § McDIARMID {1972); SANTA ROSA et atii (1975);
LEON VIZCAINO et alid (1977): HATHAWAY & BLACKMORE (1981) te
nham relatado isolamento em roedores e intertransmissibili-
dade em bovinos.

Ratificando os dados do presente trabalho, GORDON
et aflii (1961) concluiram que "embora espécies diferentes
possam viver lado a lado, o contato real pode ser menor que
0 necessario para passar leptospiras'" e feram corroborados

por DOHERTY (1967), quando demonstrou que a infecgao nao fa
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detectada em roedores que viviam junto a bovinos infectados .
Ainda confirmando os dados deste estudo, PINHEIRQ et afis
(1974) em.varios locais da Rodovia Transamazonica e ARORA &
BAXI, na India, detectaram baixos Indices de reacoes sorold
gicas em roedores.

Com relacdo a Imunofluorescéncia Direta, ressal
ta-se que WHITE & RISTIC (1959) e COFFIN & MAESTRONE (1962).
trabalhando com conjugados L. pomona, consideraram esta pro
va inespecifica para sorotipos heterologos. No presente es-
tudo, trabalhou-se também com o conjugado L. pomona e nac
se encontraram dados positivos, reforcando mais uma vez, a
afirmativa de que os roedores nio atuaram como fonte de in-
feccao.

Com relacao a sorologia do rebanho bovino, compos
to de 657 animais, os testes de MAR para leptospirose, reve
lando 350 (53,3%) reacdes positivas, com predominancia do
sorotipo hatdjo concordam com os dados de SULZER et alid
(1964) e HUSSAIN et afii (1978), que revelaram ampla, dis-
tribuicao deste sorotipo na América do Norte, MYERS & JELAMBI
(1975}, que obtiveram o mesmo achado na Argentina, JELAMBI
et alidi (1976) na Venezuela, ELDER & WARD (1978); GORDON
(1979) e MILNER et afii (1980) na Australia, TAWFIC (1977) no
Egito, TOLARI et afii (1979) na Italia e MOREIRA et alil(1979)
€ MADRUGA ¢t ali{ (1980) no Brasil. Embora o SOTOtO pPomona
tenha sido relatado como predominante na sorol gia de bovi-
nos por BARBOSA (1972); ARUNASALAM (1975); LEON VIZCAINO &
MIRANDA GARCIA (1976); LEON VIZCAINO et alid {1978), MOREIRA
{1879), os dados da TABELA 1 acusam o encontro de 0,8% de
incidencia o que corresponde a um baixissimo indice.

Nos exames soreoldgicos das vacas que abortaram em
1977 e 1978, os percentuais dos diferentes SOTrotipos encon-
trados, indicados no Griafico 3 e 4, comprovam a predominan-
cia do sorotipo hardjo. Isto condiz com os achados de
WILLIANS et ali4 (1975), no Rio Grande do Sul, «que encon-
traram alta prevalencia do sorogrupo hebdomadis na etiologia
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do aborto; com ELLIS (1980); HIGGINS et afidi (1980) e
FERGUNSON § HANNA (1981) que incriminaram, principalmente a
L. hanrdjo em rebanhos com histoérico de aborto. Contradizen
do, outros sorotipos de lepitospira tem sido em menor esca-
la, relacionados como causadores de abortos em bovinos, tais
como L. Lctenchaemonrhagiae, L. pomona, L. grdppotyphosa e
L. canicola segundo LACERDA et afid (1960); SANTA ROSA et
afii (1961); LEON VIZCAINO § MIRANDA GARCIA (1976). ZAMORA
§ RIEDEMANN (1978), examinando aborto em vacas no Sul do Chi
le, encontraram ainda o envolvimento de L. haidjo e L. pomena
em aborto bovinos.

Nos soros equinos, o encontro dos mais altos indi
ces de reacoes a L. canicofa (65%) contradiz os resultados
dos trabalhos de BARBOSA (1962), onde foi relatado para o}
sorotipo caniccfa a mais baixa incidéncia encontrada. Contu
do, a predominancia em eqiiinos, dos sorotipos canicela,
casteflond, bratistfava e pynrncgenes comunga em parte com OS
achados de SILVA et afidi (1972): JELAMBI et alii (1976) e
DAMUDE et afii (1979). Contrastando com a incideéncia nula en
contrada para o sorotipo {cferchaemoarhagiae em equinos. no
presente trabalho, LEON VIZCAINO et afii (1978) encontraram

este sorotipo dentre as mais frequentes reacgOes nos equincs.




6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem as segulintes con-
clusoes:

1. Os roedores nao atuaram como fonte de infeccao
de leptospirose, no rebanho estudado.

2. A infeccao leptospirica se manteve no rebanho,

através da transmissao bovino «- bovino e bovino <+ equino.

3. Nao houve interrelacao entre sorotipos predoml

nantes nas diferentes espécies animais.




SUMMARY

The infection for Leptospira was analized in 657
bovines, males and females, of various ages, 30 post-abortion
cows and 20 horses form the Experimental Farm of EPAMIG 1in
Governador Valadares. 1in the state of Minas Gerais; the
blood serum from the animals was examined for 14 serotypes
of Leptospira, through rapid microagglutination test.

Out of 657 bovines of varied ages, 350 (53.3%)
were infected with one or more serotype-predominantly haxadjo
(31.1%).

Out of 30 post-abortion cows, 26 (86.6%) had one
or more serotype, predominantly hardjc, with an average
1ncidence of 84.7%.

Out of 20 equine, 18 (90%) were infected with one
or more serotype, mainly: canicofa (65%), castelloni (60%)
bratislava (55%) and pyrogenes (50%).

Through rapid microagglutination {MA), culture in
Fletcher's semisolid medium, and direct immunofluorescence
(DIF) tests, the leptospiral infectlion was surveyed 1in
rodents, both domestic and wild. This reasearch was perfomed
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at the same farm.

The number of positive reactions and the frequency
of serotypes encountered through MA dindn't provide
significant statistics when compared to the serological
tests of bovines and equines, and analized through Cochran's
"Q'" test.

From the 87 kidneys cultured in Flecther's Medium,
it was impossible isolate Leptospina; in 87 sections of

kidney, stained for IFD with L. pomena conjugate, Leptospira
was not observed.
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