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RESUMO

Realizou-se estudo soroldgico, por meio do teste de soroaglutinagdo microscopica, utilizando antigenos vivos,
para pesquisa de aglutininas anti-leptospiras em bovinos de leite na Microrregido de Parnaiba, PI, em dois
periodos do ano: estagdes seca e chuvosa. Das 1975 amostras analisadas, pertinentes a 16 rebanhos, 1044
(52,9%) mostraram-se positivas a pelo menos um sorovar e todos os rebanhos apresentaram animais reagentes.
A prevaléncia variou entre 25% e 81%. O sorovar de maior prevaléncia foi Hardjo reagindo em 39,5%, seguido
de Wolffi com 26,7% e Hebdomadis com 12,2%. Os sorovares mais freqiientes foram Hardjo e Wolffi
presentes em 100% dos rebanhos. Foram ainda encontrados animais reagentes aos sorovares Australis,
Bratislava, Autumnalis, Butembo, Icterohaemorrhagiae, Shermani e Patoc. Houve correlagdo positiva entre a
propor¢do de animais sororreagentes para leptospirose e pluviometria, mas ndo para temperatura. Foi
constatada associacdo entre infecgdo e ocorréncia de transtornos reprodutivos, e o sorovar que apresentou
maior associagdo foi o Hardjo.
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ABSTRACT

This study was carried out by serologic sampling (microscopic agglutination test, living antigens) for anti-
leptospiral antibodies in dairy farms of Parnaiba microrregion, state of Piaui, Brazil, during dry and rainny
seasons. All 16 flocks were infected and 1044 out of 1975 sera samples (52.9%) were positive for at least one
serovar. Higher prevalence was serovar Hardjo (39.5%) folowed by Wollfi (26.7%) and Hebdomadis (12.2%,).
Hardjo and Wolffi were found in all flocks. Serovars Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Wolffi, Shermani and Patoc, were also present. A positive correlation between
prevalence of infection and pluviometric was detected, but temperature ratios. Association between infection
and reproductive failures was evidenced mainly regarding Hardjo serovar.
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INTRODUCAO

As leptospiroses constituem um  grupo
importante de zoonoses de ampla difusdo em
todo o mundo (Plank e Dean, 2000). E causada
por bactéria da ordem Spirochaetales género
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Leptospira sendo L. interrogans a principal
espécie patogénica (Costa, 1995; Farr, 1995).

No Brasil, a leptospirose ¢ endémica ¢ esta
presente no rebanho bovino em quase todos os
estados da federagdo. Os sorovares detectados
em bovinos estdo restritos a Hardjo (gendtipo
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hardjoprajitno), Pomona, Icterohaemorrhagiae,
Wolffi, Goiano ¢ Guaicurus (Lilenbaum, 1996;
Aragjo et al., 2005). No estado do Piaui, ha
registros da presenga de bovinos, caninos, ovinos
e humanos reagentes a leptospiras (Macedo et
al., 1996; Costa Jr. et al., 2004; Carvalho, 2005)

A doenga determina elevados prejuizos
econdmicos a  pecuaria  bovina, pelo
comprometimento do desempenho reprodutivo
dos rebanhos acometidos, em que repeticdes de
cio, abortamentos ¢ queda na producdo leiteira
sdo as principais evidéncias clinicas em rebanhos
soropositivos (Vasconcelos et al., 1997; Cortez et
al., 2006). A infec¢do por leptospira tem sido
associada a transtornos reprodutivos em animais,
especialmente bovinos (Smith et al., 1997,
Alonso — Andigoberry et al., 2001; Cortez et al.,
2006). As regides tropicais e subtropicais sdo as
mais favoraveis a infecgdo (Oliveira et al., 2003)
e tem-se notado uma correlagdo positiva entre a
freqiiéncia de casos de leptospirose e os indices
pluviométricos (Guimardes, 1983).

Considerando as reagdes cruzadas, devidas a
presenca de sorovares saprofitas comuns no
ambiente rural, que podem induzir a erros em
estudos de prevaléncia com apenas uma tomada
de amostras (Vasconcelos et al., 1997), ainda que
aleatoria, o presente estudo teve por objetivo
verificar a variacdo sazonal de titulos de
anticorpos em bovinos naturalmente expostos a
infeccdo, em dois periodos do ano, sua
associa¢do com transtornos reprodutivos ¢ com
pluviometria e temperatura.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada na bacia leiteira de
Parnaiba, situada em regido litordnea, norte do
estado do Piaui. A temperatura encontra-se na
isoterma 28°C (23°C - 33,6°C). A umidade
relativa encontra-se na isoieta 1200, mas muito
proxima a de 1400, com periodo chuvoso
concentrado a partir de janeiro, estendendo-se até
marg¢o (Monteiro, 1968).

Foram sorteados aleatoriamente bovinos de uma
populacdo de cerca de 2000 animais, de 16
propriedades da regido. A estratificacdo foi
determinada segundo o tamanho do rebanho,
para uma prevaléncia esperada de 50%, precisdo
desejada de 95% e nivel de confianca de 95%, o
que resultou em 384 cabecas. Foram realizados
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testes de tuberculose, brucelose e rinotraqueite
infecciosa, excluindo-se do estudo os animais
positivos.  Consideraram-se ~ 0s  seguintes
transtornos reprodutivos: abortamento, retencao
de placenta, morte de bezerro nas primeiras 72
horas sem causa aparente e repeti¢do de cio. Nos
rebanhos examinados, ndo é realizada vacinagao
contra leptospirose.

As colheitas de sangue ocorreram em duas
ocasides: final da estagdo seca (outubro,
novembro e dezembro) e final da estagdo das
chuvas (abril, maio e junho), abrangendo o
segundo semestre de 2001 e o primeiro de 2002.

O meio de Ellinghausen, McCullough, Johnson,
Harris modificado (EMJH) foi utilizado para o
crescimento dos antigenos empregados na reagido
de soroaglutinacdo microscopica. Adotou-se a
metodologia da microtécnica descrita por Galton
et al. (1965). O sorovar registrado foi o que
apresentou maior titulo. No caso de o maior
titulo ter sido detectado para dois ou mais
sorovares, o animal foi excluido da analise, nos
testes de associagdo, mas nao do estudo do titulo
médio geométrico.

A diluigdo dos soros foi feita em solugdo
tamponada estéril de Sorensen (Santa Rosa,
1970). A leitura foi realizada em microscopio de
campo escuro com objetiva de 10x. A ocorréncia
de aglutinagd@o indicou a presenga de anticorpos
nos soros. A intensidade da aglutinagdo foi
classificada em: 1 = 25%; 2 =50%; 3 =75%; 4 =
100%. Os soros classificados de 2 a 4 foram
submetidos a wuma segunda prova de
soroaglutinagdo microscopica para titulagdo de
anticorpos com os sorovares identificados como
reagentes.

Os antigenos empregados na reagdo de
soroaglutinagdo microscopica incluiram uma

colegdo de 22 estirpes de L. interrogans ¢ duas
de L. biflexa.

Para cada sorovar encontrado foi calculado,
independente do titulo, més a més, o titulo médio
geométrico (TMG) (Thrusfield, 2004). A
confianca do titulo médio geométrico foi
determinada pelo célculo da diferenga do desvio-
padrao e do coeficiente de variacdo para as duas
estagdes do ano. A associagdo entre prevaléncia e
estagdo do ano e transtornos reprodutivos foi
determinada pelo calculo da odds ratio e qui
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quadrado. Utilizou-se o teste de Pearson para a
analise de correlagdo entre infeccdo e dados
climaticos (Sackett et al., 1985; Drumond e
Silva, 1998). Adotou-se o nivel de significancia
de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A percentagem de reagentes para Leptospira
interrogans foi de 52,9%. A maior prevaléncia
de infecgdo foi encontrada para o sorovar Hardjo
(39,5%), presente em 100% dos rebanhos,
seguida de Wolffi ¢ Hebdomadis. Os sorovares
com menor prevaléncia foram Pomona,
Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae (2,0%). Os
sorovares Australis, Bratislava, Autumnalis,
Butembo, Icterohaemorrhagiae, Shermani e
Patoc mostraram-se presentes em valores
inferiores a 10%, mas estavam bem distribuidos
nos rebanhos. Os sorovares mais freqiientes,
também, revelaram maiores titulos (1:3.200 e
1:6.400), exceto Shermani, com titulo maximo
de 3.200, mas que apareceu em apenas 5,6% das
amostras examinadas. Os sorovares menos
prevalentes mostraram titulos de 1:400 a 1:1600.
Observou-se que todos os rebanhos examinados
encontravam-se infectados por, pelo menos, um
sorovar € como a vacinagdo para leptospirose
ndo ¢ realizada, pode-se admitir que tais valores
referem-se a infecc@o natural. A percentagem de
reagentes (52,9%) foi proxima a encontrada por
Favero et al. (2001), para o estado do Piaui
(56,0%), com 95,4% de rebanhos infectados.
Molnar et al. (1999), no Pard, encontraram
prevaléncia superior (65,9%) em 417 amostras.

Reagdes para mais de um sorovar foram
encontradas em 10 das 24 variantes sorologicas
utilizadas, com titulos aglutinantes de 1:100 ou
mais; Sejroe, com 66,2% (691/1044), foi o
sorogrupo mais freqiilente; no sorogrupo,
predominou o sorovar Hardjo, com freqiiéncia de
59,6% (412/691) seguido de Wolffi, com 40,4%
(279/691). Os demais sorogrupos e suas
variantes sorologicas somaram 33,8%
(353/1044).

Alguns sorovares considerados importantes para
bovinos, como Pomona, Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagiae, mostraram baixa
prevaléncia (2,0%), ou nem sequer reagiram, o
que ¢ condizente com os achados de Aratijo et al.
(2005) em Minas Gerais e Lilenbaum et al.
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(1995) no Rio de Janeiro, que ndo encontraram
nenhuma amostra reagente a esses sorovares e
Molnar et al. (1999) que, no Para, encontraram
baixa prevaléncia (3,0%). Féavero et al. (2001),
também, ndo relataram a presenga desses
sorovares infectando bovinos no Piaui.

O fato de o sorovar Hardjo ter sido o mais
encontrado (39,5%) esta em conformidade com a
maioria dos inquéritos sorologicos realizados em
bovinos (Ellis 1994; Vasconcellos et al., 1997;
Favero et al., 2001; Homem et al., 2000; Araujo
et al., 2005); tais inquéritos o consideram o mais
difundido e causador de abortamentos nessa
espécie, com evidéncias soroldgicas em todo o
mundo. Em 20 estados brasileiros e no distrito
federal, Favero et al (2001) encontraram o
sorovar Hardjo como predominante. No estado
do Piaui, Hardjo estava presente em 66,5% dos
positivos, seguido de Wolffi 13,3% e pomona,
5,1% (Favero et al, 2001). Os titulos
encontrados neste trabalho foram de no maximo
6400, o que sugere que aqueles animais se
encontravam, de fato, infectados.

O segundo sorovar mais prevalente foi Wolffi
(26,7%), com titulos que variaram de 1:100 a
1:6400, o qual estava presente em 100% dos
rebanhos pesquisados. Silva et al. (1994) e
Araujo et al. (2005) encontraram 57%, 13,2% de
positivos para esse sorovar, respectivamente. O
sorovar Wolffi tem sido referido em inquéritos
sorologicos nos Estados Unidos da América
(Miller et al., 1991) e no México (Covarrubias e
Ruiz, 1995); existe, todavia, a hipotese de que
tais registros seriam resultados de reagdes
cruzadas com o sorovar Hardjo, pois ambos estao
incluidos no sorogrupo, Sejroe (Faine, 1982) e,
dessa forma, compartilham determinantes
antigénicos. Saliente-se, por outro lado, que o
critério empregado no presente estudo, com
analise da relagdo freqiiéncia/titulo, pelo célculo
do titulo médio geométrico, teve como objetivo
minimizar a participag¢do daquela interferéncia.

O estudo pareado das prevaléncias mensais,
segundo as estagdes do ano (Tab. 1), permite
observar um aumento da infec¢do no periodo
chuvoso. De fato, no periodo de
janeiro/fevereiro/margo, registraram-se 0s
maiores indices de precipitagdo pluviométrica e
os menores da temperatura ambiente para a
microrregido, o que leva a acreditar que a
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infeccdo instalada nesse periodo seja responsavel
pela consideravel propor¢do de bovinos
reagentes, com reflexos sobre a persisténcia de
titulos aglutinantes para o periodo de
outubro/novembro/dezembro, época seca do ano.
Destaca-se que houve correlagdo positiva (r=
0,6708) entre infec¢do e pluviometria, mas nao

entre infeccdo e temperatura (= -0,9350). O
erro-padrdo  da amostra (EPA= 0,0112),
determinado pelo calculo da dispersdo dos
individuos ao longo da mesma, indica a
confianca dos dados do ponto de vista de erro a
amostragem.

Tabela 1. Bovinos sororreagentes para Leptospira sp., segundo o momento da colheita e o clima na

microrregido de Parnaiba, PI

Seca Chuva
Reagentes — out/ ,,  Nov/ Dez/ Abt/ ,,  Mao/ Jm/ Total %
000 ® 2000 % 2001 % 000 0 202 % 2002 %
Sim 175 4916 130 3835 133 4042 170 5044 210 6862 226 7338 1044 5289
Nio 181 5084 209 6165 196 5958 167 4956 96 3138 82 2662 931 47,11
Total 356 10000 339 10000 329 100,00 337 10000 306 10000 308 10000 1975 100,00

A diminuicdo da propor¢do de soropositivos,
entre os periodos chuvoso e seco, sugere que, na
microrregido, o periodo chuvoso atua como fator
favorecedor da persisténcia de leptospiras no
ambiente. Resultado diverso ao obtido por Miller
et al. (1991) em bovinos dos Estados Unidos da
América, mas similares aos encontrados por
Alves et al. (1996) em caprinos no estado da
Paraiba e Carpio et al. (2000) em alpacas (Lama
pacos) em Puno, no altiplano peruano. Dessa
forma, enquanto as condi¢des climaticas se
mantiverem propicias, espera-se que leptospiras
permanecam  viaveis para infectar novos
hospedeiros, seja animal silvestre, doméstico ou
o homem (Niang et al., 1995).

Em caprinos, no estado da Paraiba, Alves et al.
(1996) constatou propor¢des de reagentes
positivos na area litoranea (clima tropical) mais
elevados do que no interior do estado (semi-
arido).

E preciso considerar que as colheitas foram
realizadas em outubro/novembro/dezembro de
2001 e abril/maio/junho de 2002, de forma
intermitente, com pelo menos duas abordagens,
uma na estacdo seca e outra na chuvosa, e que
anticorpos para leptospiras permaneceram
detectaveis a sorologia, pelo menos no periodo
considerado. As colheitas foram realizadas
justamente no final de cada estagdo, época em
que hd maior representatividade de condigdes
ambientais “tipicas” da estacdo considerada
(Faine, 1982).
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O estudo do titulo médio geométrico (TMG)
mostra predominio para Hardjo, na estagdo seca.
O TMG ¢ maior nas chuvas para os sorovares
Australis, Icterohemorrhagiae, Wolffi, Shermani
e Patoc, e maior na seca para Bratislava,
Autumnalis, Butembo, Hebdomadis e Hardjo
(Tab. 2). Contudo, os sorovares Hardjo e Wolffi,
foram, respectivamente, os mais prevalentes. O
sorovar Hardjo ndo sé estd melhor disperso na
populagdo como apresenta titulos mais elevados
que os demais. Se admitirmos que a
oportunidade de infec¢do ¢ maior nas chuvas e
que a prova de soroaglutinagdo microscopica
detecta melhor IgG que IgM, isto é, infeccdo
tardia que recente, poder-se-ia presumir que a
infecgdo produz anticorpos mais duradouros para
aqueles sorovares com maior TMG nas secas. De
fato, para Hardjo e Hebdomadis ha maior
prevaléncia nas chuvas, mas maior TMG na seca,
enquanto para Wolffi ha maior prevaléncia na
seca € maior TMG na chuva. Mesmo assim, o
sorovar Hardjo apresenta maior prevaléncia que
Wolffi nas duas esta¢des e maior TMG na seca.

Observou-se correlagdo entre positivos para
leptospira e transtornos reprodutivos (r= 0,61)
(Fig. 1). Se considerar que foram eliminados da
analise estatistica os positivos para brucelose,
tuberculose e rinotraqueite infecciosa e que a
correlagdo ¢ de apenas 0,61, pode-se admitir,
naqueles rebanhos, a ocorréncia de outros
provéaveis agentes de transtornos reprodutivos
ndo considerados neste estudo. Isto pode ser
percebido quando se observa que, embora o
desvio-padrdo seja praticamente igual para
ambos os eventos, o coeficiente de variagdo é
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quase o dobro em transtornos reprodutivos que
em prevaléncia para leptospirose, isto €, a
dispersdo dos dados ¢ maior, o que sugere
indicar variedade de situacdo entre os rebanhos
quanto a transtornos reprodutivos, talvez,
resultante de ndo homogeneidade de condutas de

manejo. A amostra, de fato, parece ser mais
homogénea quanto a prevaléncia para
leptospirose que para ditos transtornos, visto que
ha maior proximidade da média e mediana e
menor coeficiente de variagdo na primeira que na
segunda.

Tabela 2. Bovinos sororreagentes para L. interrogans, segundo época do ano, e sorovar, microrregido de

Parnaiba, PI
S . Seca Chuva
orovar = _
% TMG X F % TMG X
Australis 5 1,14 2,58 6 1,00 3,26
Bratislava 9 2,05 3,55 15 2,47 2,84
Autumnalis 14 3,20 3,64 16 2,64 2,72
Butembo 3 0,68 2,00 7 1,15 1,74
Hebdomadis 63 14,38 7,38 64 10,56 4,22
Icterohaemorrhagiae 6 1,37 2,13 15 2,47 2,59
Hardjo 157 35,84 8,78 255 42,08 6,20
Wolffi 152 34,71 5,46 127 20,96 6,35
Shermani 20 4,57 3,60 39 6,44 3,95
Patoc 9 2,06 3,31 62 10,23 4,70
Total 438 100,00 606 100,00
X=14,24+2,15 Me= 3,57 X =3,86+1,46 Me= 3,60
*Q sorovar registrado foi o que apresentou maior titulo.
F= freqiiéncia; TMG= titulo médio geométrico; Me= mediana
80 -
70 - ¢
§ 60 - ¢
5
8 50 - R =0,61
g
& 40
g
S 30 -
2
& 20 -
}_
10
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Positivos para leptospirose

Figura 1. Bovinos sororreagentes para leptospiras x transtornos reprodutivos, Microrregido de Parnaiba,

PI, 2001/2002.

Positivos para leptospirose: o= 13,93; CV= 0,26; Me= 51,97. Transtornos reprodutivos: o= 13,95;

CV=0,46; Me= 28,63
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Constatou-se que a maior relagdo entre
transtornos reprodutivos e infecgdo foi observada
para Hardjo (0,69), 1,82 vezes maior que para
Icterohaemorrhagiae (0,38), 2,03 vezes maior
que Wolffi (0,34), 2,38 vezes maior que
Bratislava (0,29) e 23 vezes maior que
Hebdomadis (0,03) (Tab. 3).

A relagdo entre a presenga de transtornos
reprodutivos com a resposta para o sorovar

Hardjo tem sido observada em rebanhos bovinos
do mundo todo (Miller et al., 1991; Niang et al.,
1995; Lilenbaum et al., 1995; Vasconcellos et
al., 1997). Quanto aos demais sorovares, nao se
encontrou relagdo entre prevaléncia da infecgao e
ocorréncia de transtornos reprodutivos. Esses
dados sugerem maior viruléncia do sorovar
Hardjo quanto aos transtornos reprodutivos,
comparados aos demais sorovares.

Tabela 3. Relagdo entre transtornos reprodutivos e reagdo soroldgica para leptospirose, segundo sorovar,
em bovinos de leite, Microrregido de Parnaiba, PI, 2001/2002

Sorovar P E P/E OR EPA
Australis 00 11 0,0 - 0,003
Bratislava 07 24 0,29 0,98 0,005
Autumnalis 00 30 0,0 — 0,005
Butembo 00 10 0,0 - 0,003
Hebdomadis 04 127 0,03 0,07 0,010
Icterohaemorragiae 08 21 0,38 1,47 0,004
Hardjo 284 412 0,69 9,30%* 0,015
Wolffi 95 279 0,34 1,27 0,014
Shermani 00 59 0,0 - 0,007
Patoc 00 71 0,0 - 0,008

398 1044 0,38 -

P= positivo para transtorno reprodutivo, segundo sorovar; E= exposto (positivos para leptospiras); P/E=
positivo/exposto; OR= odds ratio; EPA= erro-padrdo da amostra; *= significativo (P<0,05).

Quando se procede ao calculo do risco segundo o
sorovar, observa-se, para Hardjo, OR= 9,30
significativo; para Wolffi, OR= 1,27, ndo
significativo;  Bratislava, OR= 0,98, nao
significativo; Hebdomadis, OR= 0,07, nao
significativo e Icterohaemorragiae OR= 1,47,
ndo significativo. Para os demais sorovares, ndo
foi possivel calcular OR por ocorrer o valor zero
em pelo menos uma das caselas (Tab. 3).

Os resultados deste estudo permitem concluir
que, em bovinos de leite da Microrregido de
Parnaiba, PI, a infecgdo por Ieptospiras ¢
endémica e estd associada a ocorréncia de
transtornos reprodutivos e pluviometria. A
correlagdo entre transtornos reprodutivos e
infecgdo por leptospiras apontam para a
necessidade de controle da infeccdo pelos
sorovares Hardjo, Bratislava, Hebdomadis e
Wolffi.
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