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RESUMO

Foram colhidas amostras de placenta, ampola do ducto deferente e glandulas vesiculares de
80 ovinos abatidos no matadouro ptublico de Patos, Estado da Paraiba, regido Nordeste do Brasil
para isolamento de Leptospira spp., bem como amostras de sangue para a pesquisa de anticorpos
anti-Leptospiraspp. O meio de Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) modificado com
a adigdo de 10% de soro de coelho foi usado para o isolamento do agente e a técnica de soroaglu-
tinacdo microscépica para a pesquisa sorolégica. Os cultivos foram observados semanalmente
por microscopia de campo escuro durante 16 semanas. Seis animais (7,5%) foram soropositivos
na SAM, sendo o sorovar Autumnalis o mais frequente, com cinco soros reagentes, seguido pelo
sorovar Icterohaemorragiae, com um soro reagente. Foi isolado micro-organismo morfologica-
mente similar a Leptospira spp. de uma amostra de ampola do ducto deferente e outra de placenta.

PALAVRAS-CHAVE: Isolamento, Leptospira spp., ovinos, cultivo.

ABSTRACT

FREQUENCY OF LEPTOSPIROSISIN OVINESLAUGHTERED IN PATOS, PARAIBA, BRAZIL.
Placenta, ampulla of the deferent duct, and seminal vesicle samples were collected from 80 sheep
slaughtered in the public slaughterhouse of Patos, Paraiba state, Northeastern region of Brazil, for
isolation of Leptospira spp., and blood samples were taken from the same animals to check for the
presence of anti-Leptospira spp. antibodies. Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) me-
dium modified with the addition of 10% rabbit serum was used for the leptospira isolation, while the
microscopic agglutination test (MAT) was used to check for the presence of antibodies. The cultures
were observed weekly by dark field microscopy for 16 weeks. Six animals (7.5%) were seropositive by
MAT, the serovar Autumnalis being the most frequent, with 5 reactant sera, followed by the serovar
Icterohaemorragiae, with 1 reactant serum. A microorganism morphologically similar to Leptospira
spp. was isolated from 1 ampulla of the deferent duct sample and 1 placenta sample.

KEY WORDS: Isolation, Leptospira spp., sheep, culture.

A leptospirose uma doenca amplamente di-
fundida no Brasil que acarreta elevados prejuizos
econdmicos para a pecudria nacional, tendo como
principalimpacto o comprometimento do desempen-
horeprodutivo dosrebanhosacometidos (VASCONCEL-
Los, 1993). A infecgdo nos ovinos pode se manifestar
sob a forma aguda, crénica ou inaparente (FAINE ef
al., 1999). Os quadros clinicos mais caracteristicos
sao de septicemia, hemorragia e nefrite, seguida por
ictericia, hemoglobintiria, mastite sanguinolenta,
retorno ao cio, abortamento nas ovelhas e anemia
hemolitica nos cordeiros com morte na primeira
semana de vida (Ciceront et al., 2000). No entanto, a
forma inaparente é muito mais frequente do que as

outras e desperta pouca atengdo dos pesquisadores
devido adificuldade no diagnéstico. Por outro lado,
do ponto devistaepidemiolégico, é umaformamuito
importante, uma vez que a introdugdo de animais
cominfecgdoinaparente pode garantir a persisténcia
do agente nos rebanhos acometidos.

O sorovar mais comum em ovinos em todo o
mundo é o Hardjo, sendo, portanto, o principal res-
ponsavel por problemas reprodutivos em ovelhas e
de morte de cordeiros (HERRMANN et al., 2004). Além
desse sorovar, também tém sido descritos outros
sorovares, porémcom menor frequéncia, merecendo
destaque os sorovares Pomona, Ballum, Bratislava
e Grippotyphosa.
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O isolamento de leptospiras exerce um papel
de relevancia indiscutivel no controle da infeccéo,
pois permite o conhecimento exato dos diferentes
sorovares existentes em determinadaregido (Freiras
et al., 2004). Desse modo, o objetivo do presente tra-
balho foi identificar ovinos abatidos no matadouro
publico do Municipio de Patos, Estado da Paraiba,
infectados por Leptospira spp.

Foram utilizados tratos genital e urinario de 80 ovi-
nos,sendo53machose?27 fémeas,abatidosnomatadouro
publico do Municipio de Patos, Estado da Paraiba, no
periodode2005a2006. Também foramcolhidasamostras
de sangue por puncao da veia jugular antes do abate.

Amostras de placenta, ampola do ducto defer-
ente e glandulas vesiculares foram assepticamente
colhidas durante o abate dos animais, separadas
em sacos de polipropileno estéreis e transportadas
ao laboratério em condigdes de refrigeragdo (caixa
isotérmica com gelo). No laboratério, as amostras
foram processadas dentro de trés horas apds a
colheita (THIERMANN, 1983). O meio de Ellinghausen-
McCullough- Johnson-Harris (EMJH) (Difco-USA),
modificado com a adi¢do de 10% de soro de coelho
enriquecido com cloreto de calcio e cloreto de mag-
nésio (ALvEs, 1995), foi preparado em duas formu-
lagGes, uma sem antibiético e outra com a adicao de
5-fluorouracil (400 mg/L; Sigma-USA). Foi retirado
um fragmento de aproximadamente 1g por amostra,
cultivado em duplicata no meio de EMJH com anti-
bidtico e incubado a 28° C por 24 horas, seguido pela
subcultura em duplicata no mesmo meio, contudo,
sem antibidtico. As culturas foram observadas se-
manalmente por microscopia de campo escuro por
até 16 semanas (ELLs ef al., 1983). Na evidéncia de
crescimento de leptospiras, foi realizada subcultura
em duplicata em EMJH modificado sem antibiético.

O diagnéstico sorolégico da leptospirose foi
realizado no Laboratério de Zoonoses Bacterianas
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP) pela
técnica de Soroaglutinacao Microscépica (SAM), de
acordo com GALTON et al. (1965) e CoLk et al. (1973),
comuma colegdo deantigenos vivos que incluiu os so-
rovares: Castellonis, Javanica, Tarassovi, Whitcombi,

Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola,
Copenhageni, Grippotyphosa, Hardjo, Hebdomadis,
Pomona, Icterohaemorrhagiae, Sentot, Wolffi, Py-
rogenes, Butembo, Cynopteri, Panama, Shermani,
Andamana e Patoc. Ossorosforam triadosna dilui¢do
de 1:100, e aqueles que apresentaram 50% ou mais de
aglutinacao foram titulados pelo exame de uma série
de dilui¢des geométricas de razao dois. O titulo do
soro foiareciproca da maior dilui¢do que apresentou
resultado positivo. Os antigenos eram examinados
ao microscépio de campo escuro, previamente aos
testes, a fim de verificar a mobilidade e a presenca
de autoaglutinagdo ou de contaminantes.

Em relacgdo ao isolamento de Leptospira spp., em
duas amostras (2,5%) foram isolados micro-organis-
mos morfologicamente similares a Leptospira spp.,
sendo uma amostra de ampola do ducto deferente
e outra de placenta. Os achados de ELLIs et al. (1986)
ressaltaram a importancia do trato genital como
sitio de localizagdo de leptospiras. Esses autores
conseguiram isolar leptospiras a partir do ttero de
porcasadvindas de propriedades ondealeptospirose
estavainstalada. Oisolamento de leptospiras viaveis
apartir deanimais recém-abatidosreforca ainda mais
a importancia da leptospirose em satde publica.

Seis animais (7,5 %) foram soropositivos na SAM.
O Autumnalis foi o sorovar mais frequente, com
cinco soros reagentes (6,25%), seguido pelo sorovar
Icterohaemorragiae, com um soro reagente (1,25%)
(Tabela 1). Frequéncias inferiores foram encontra-
das por Zamora et al. (1999), que observaram 5,7 %
de prevaléncia para a leptospirose em ovelhas no
Chile, com maior predominancia dos sorovares
Icterohaemorrhagiae, Autumnalis and Hardjo. No
entanto, HERRMANN et al. (2004), trabalhando com
ovinos na regiao sul do Brasil, encontraram 34,26 %
de positividade, com destaque para os sorovares
Hardjo (Norma), Sentot, Hardjoprajitno e Fortbragg.
Essas variacdes podem estar associadas a fatores
relacionadosaepidemiologia da doenga, que podem
afetar o seu comportamento, com destaque para
a topografia, regido, temperatura, pluviosidade,
reservatorios silvestres e domésticos e outros fatores
ambientais (ALVEs ef al., 2000).

Tabela 1 - Amostras positivas para o isolamento e para o teste de soroaglutinacdo microscépica aplicada a leptospirose
de ovinos abatidos no matadouro ptblico do Municipio de Patos, Estado da Paraiba, no periodo de 2005 a 2006.

Identificacado das

Soroaglutinacao mi-

Isolamento . Sorovar Titulo de anticorpos
amostras croscopica
6 + -

34 + - . ..

23 - + Autumnalis 1600
28 - + Autumnalis 1600
29 - + Autumnalis 800
49 - + Autumnalis 400
54 - + Autumnalis -100
67 - + Icterohaemorragiae 200

(-) Negativo; (+) Positivo
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Frequéncia de leptospirose em ovinos abatidos no Municipio de Patos, Paraiba.

A presenca do sorovar Autumnalis causa preo-
cupagdo, pois ndo existe imunidade cruzada entre os
diferentes sorovares, eno mercado existem as vacinas
compostas, basicamente, pelos sorovares Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Pomona e
Hardjo, o que reforca ainda mais a importancia da
pesquisa continuada no desenvolvimento de novas
vacinas contra a leptospirose e a necessidade da in-
clusdo de novos sorovares, visando a elaboracédo de
vacinas mais efetivas e deimunidade mais duradoura.
A ocorréncia de reacao para o sorovar Icterohaemor-
rhagiae sugere a infec¢do dos animais pelo contato
com ambiente contaminado com urina de roedores,
uma vez que o hospedeiro mantenedor desse sorovar
é a ratazana (Rattus novergicus) (FAINE ef al., 1999).

Os doisanimais positivosnoisolamento de lepto-
spirasforamnegativosnaSAM. Embora controverso,
a ocorréncia desse fato ndo é tinica. YASUDA; SANTA
Rosa (1981), trabalhando com isolamento em cdes,
isolaram a bactéria em 35 animais a partir do rim,
sendo que dentre eles cinco (14,3%) apresentavam
sorologia negativa para leptospirose. Isso pode
ocorrer pelo fato das leptospiras serem antigenos
com baixa antigenicidade (Arpumo et al., 2004),
induzindo respostas imunolégicas insatisfatérias e
por curto periodo de tempo. Dessa forma, o animal
pode estar infectado, porém nao apresenta titulo de
anticorpos suficiente para caracterizar uma reacdo
de soroaglutinacdo positiva.

O possivel isolamento de leptospiras obtido no
presente trabalho indica que ovinos abatidos no
matadouro ptublico de Patos, Estado da Paraiba,
podem ser fontes de infeccdo do agente, expondo
os magarefes ao risco ocupacional da doenca. As
amostras isoladas foram enviadas para laboratério
dereferéncia para posterior tipificagdo dos sorovares.
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