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ABSTRACT

PREVALENCE OF ANTI-LEPTOSPIRA SPP. ANTIBODIES IN BUFFALOES
RAISED IN PARA, BRAZIL
This study investigates the occurrence of leptospirosis in buffaloes (Bubalus bubalis) from the
northeast region of Para, Brazil. Sera samples from 127 animals were tested by microscopic
agglutination test (MAT) with live antigens using reference strains of 24 different leptospiral
serovars, which was carried out in the Laboratory of Bacterial Zoonosis (FMVZ/USP).
Positive MAT titres (between 100 and 3,200) were found. A total of 67,72% of samples were
reactive to one or more Leptospira spp. serovars, of which serovar Hardjo genotype
hardjioprajitno was the most common (15,75%), followed by serovars grippotyphosa, pomona
(11,81% each), and wolffi (7,09%). Research findings were very similar to those of other
studies in Brazil, although some differences were observed as regards predominant serovars
in buffaloes. We conclude that the prevalence of Leptospira spp. in the herds studied is

probably due to the region's climate, which facilitates the spread of bacteria.
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INTRODUCAO

A regido norte concentra 63% da populacéo de bubalinos (Bubalus bubalis) criados no
territorio nacional e segundo dados do IBGE (2007) grande parcela destes animais é criada na
ilha do Marajé/Para. As caracteristicas geogréaficas desta regido dificultam o manejo dos
animais, fazendo com que sejam criados em regime basicamente extensivo e sem devidos
cuidados para uma alimentacdo adequada. Por outro lado, em outras regifes do estado o
manejo desta espécie é mais adequado mesmo porque sdo animais destinados para a
reproducéo e produgéo de carne ou leite (MARQUES, 2000).

A leptospirose é uma zoonose de curso agudo que afeta diversas espécies de animais
domésticos, silvestres e pode, acidentalmente, acometer os seres humanos. Possui como
agente etiologico bactérias espiraladas, pertencentes a ordem Spirochaetales, familia
Spirochaetaceae e género Leptospira (SMITH, 2006). As infec¢Oes por Leptospira sp na
espécie bubalina comumente sdo determinadas pelos sorovares Hardjo, Wolffi, Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola e Grippothyphosa (LANGONI et al., 1999; RADOSTITS,
2002; AGUIAR et al., 2006).

A bactéria apds penetrar as mucosas ou a pele, lesionadas ou integras friaveis, alcanca
a circulacdo sanglinea onde se multiplica ativamente, caracterizando um processo
denominado de leptospiremia, indo colonizar praticamente todos os tecidos, causando
comprometimento de 6rgéos vitais (RIET, 2007). Assim como em bovinos, nos bubalinos esta
fase pode ser responsavel por importantes alteracdes reprodutivas algumas semanas apés a
infecgdo (COSTA et al., 1998; ELLIS, 1994; RADOSTITS et al., 2002).

A pesquisa de anticorpos (Ac) constitui a principal prova de diagnostico da
leptospirose, incluindo teste sorogrupos — especificos, dos quais a prova de soroaglutinacdo
microscopica (SAM) é a mais importante e amplamente utilizada. A organiza¢do Mundial de
Saude (OMS) considera esta prova como de referéncia para o diagnéstico da enfermidade,
tanto no homem quanto nos animais, pois, além de detectar Ac especificos é utilizada também
na classificacio e identificagdo dos sorotipos isolados (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003; LOMAR et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005).

Em virtude da escassez trabalhos cientificos publicados com enfoque na
bubalinocultura, este trabalho objetivou avaliar a ocorréncia da leptospirose em rebanhos

bubalinos em municipios da regido nordeste do estado do Para.

MATERIAL E METODO
Animais e colheita de amostras
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Os 127 bubalinos participantes deste estudo eram provenientes da regido Nordeste do
Estado do Para, sendo 25 machos e 102 fémeas, da raca Murrah e Mestico, criados sob
manejo de sombra e em regime extensivo. A colheita das amostras de sangue foi realizada por
venopuncao jugular com tubos de coleta a vacuo sem anticoagulante. O soro obtido foi armazenado
em tubos de polietileno com capacidade de 2ml, em temperatura de -20°C, até 0 momento da execugdo
da analise sorologica de soroaglutinacdo microscopica (SAM), no Laboratério de Zoonoses
Bacterianas (LZB) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saldde Animal (VPS) da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sado Paulo (USP), no
periodo de Janeiro do ano de 2008.

Método

Para a realizacdo da prova de SAM, foram utilizadas como antigenos as culturas de
cepas-padréo de 24 sorovares de Leptospira sp (Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo,
Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis,
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo genotype
hardjoprajitno, Wolffi, Hardjo (hardjobovis), Shermani, Tarassovi, Patoc, Sentot).

A prova de SAM ¢ constituida por duas fases, antes das quais todos os antigenos
foram isoladamente examinados ao microscépio de campo escuro, contudo convém informar
que precedendo o teste, com o intuito de se observar presenca de auto-aglutinacdo,
mobilidade ou mesmo de contaminantes nestas culturas. Durante a fase de triagem o soro de
cada animal foi diluido na proporcdo 1:50 em solucdo salina de Sorense estéril e distribuido,
com auxilio de pipeta automadtica, em microplacas de polietileno com fundo em “U”, onde
cada amostra foi testado frente a um sorovar de Leptospira sp. Apds a homogeneizacdo do
antigeno com o soro, as placas permaneceram em temperatura ambiente por aproximadamente
2 horas e, ao final deste periodo foi realizada a leitura de cada “Wells” (compartimento) em
microscopia de campo escuro com objetiva de 10x e ocular de 10x a 15x. a interpretacdo dos
resultados foi baseada na auséncia ou intensidade de aglutinagdo das leptospiras, de modo que
0s soros que apresentaram valor > 50% de leptospiras aglutinadas foram encaminhados a
titulacéo.

Durante a fase de titulacdo, as amostras reagentes na triagem eram diluidas em escala
geométrica de razdo dois a partir da diluicdo 1:100, sendo o titulo final andlogo a maior
diluicdo onde foi observada aglutinacdo leptospirica > 50%. Os resultados foram submetidos
a tratamento estatistico pelo teste de comparacdo de propor¢des baseado na estatistica Qui-
quadrado (%) no nivel de 5% de significancia (ZAR, 1996).
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RESULTADO E DISCUSSAO

Das 127 amostras de soros bufalos analisadas, 67,72% (86/127) apresentaram-se
reagentes para um ou mais sorovares de Leptospira interrogans pela prova de soroaglutinacéo
microscopica (SAM), com titulos variaveis entre 100 a 3.200. O maior percentual de positivos
foi observado para o sorovar Hardjo (hardjioprajitno) com 15,75% (20/127), seguido pelos
sorovares Grippotyphosa e Pomona os quais reagiram igualmente em 11,81% (15/127) dos
animais pesquisados. O sorovar Wolffi foi reagente em 7,09% (9/127) das amostras testadas,
enquanto que as cepas de Autumnalis e Icterohaemorrhagiae foram igualmente reagentes em
4,72% (6/127) dos soros estudados. Os sorovares Shermani e Butembo foram observados na
proporcéo de 3,94% (5/127) e 3,15% (4/127), respectivamente, enquanto que 1,57% (2/127)
dos animais testados reagiram de modo equivalente aos sorovares Patoc e Pyrogenes.
Novamente em igual proporcéo os sorovares Australis e Copenhageni reagiram para 0,79%
(1/127) das amostras testadas. Por outro lado, os sorovares Australis, Bratislava, Castellonis,
Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Hebdomadis, Copenhageni, Javanica, Panama,
Hardjo (hardjobovis), Tarassovi, Sentot ndo foram reagentes em nenhuma das amostras
analisadas.

Ao analisar independentemente do sorovar, a positividade para anticorpos contra
Leptospira interrogans os resultados desta pesquisa foram superiores aos encontrados por
Langoni et al.,(1999) que ao testarem 403 soros de bufalos encontraram 37,7% de reagdes
positivas em animais do Vale do Ribeira/SP; as respectivas amostras foram reagentes para 0s
sorovares Wolffi (n=68, 44,8%), Icterohaemorrhagiae (n=51, 33,6%), Hardjo (n=51, 33,6%),
Castellonis (n=25, 16,5%), Djasiman (n=12, 7,9%), Grippotyphosa (n=10, 6,6%), Pomona
(n=8, 5,2%), Bratislava (n=6, 4,0%), Copenhageni (n=5, 3,3%) e Tarassovi (n=4, 2,7%).
Como os sorovares Wolffi, Hardjo e Icterohaemorrhagiae foram 0s mais prevalentes, estes
achados concordam parcialmente com o presente estudo em virtude do comportamento
expressivo do sorovar Icterohaemorrhagiae.

O presente estudo também apresentou valores de positividade, independente de
sorovar, superiores aos relatados por FAVERO, et al. (2002) que ao avaliarem 879 soros de
bufalos observaram 43,7% de sororeagentes, no entanto, proporcionalmente o valor
percentual de reagentes para os sorovares Hardjo (43,3%) e Wolffi (32,5%) demonstrou
discordancia com o presente trabalho que referiu valores percentuais de 15,75% e 7,09% para
0S Mesmo sorovares, respectivamente.

Ao investigarem a prevaléncia de anticorpos contra Leptospira spp em 2.109 vacas
bubalinas do municipio de Monte Negro/RO AGUIAR et al. (2006), encontraram 52,8% de
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reagentes sendo 0s sorovares mais prevalentes representados por Hardjo (14,5%), Wolffi
(12,3%), Shermani (10,8%), Patoc (7,9%) e Hebdomadis (6.1%), apesar dos valores proximos
aos resultados aqui apresentados, se pode notar discordancias entre os valores proporcionais
na andlise individual destes sorovares.

Como se acredita que o comportamento fisiologico dos bubalinos possua grande
identidade com o dos bovinos, este estudo discute um paralelo com a investigacdo
soroepidemioldgica realizada por CASTRO et al. (2008) que analisaram 8.216 amostras soro
de fémeas bovinas em idade reprodutiva e referiram uma soroprevaléncia de 49,4% na qual
foram encontrados identificados os sorovares Hardjo (46%), Wolffi (21%), Shermani (8,9%),
Autumnalis (4,4%) e Grippotyphosa (3,9%).

A avaliagéo individual da ocorréncia do sorovar Pomona figurando entre um dos mais
prevalentes neste estudo 11,81% (15/127), demonstra discrepancia em comparacao
proporcional com os estudos divulgados por LANGONI et al. (1999), AGUIAR et al. (2006)
e de CASTRO et al. (2008). Por outro lado, os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram
com estes mesmo autores quando relata que os sorovares Hardjo, Pomona e Wolffi foram os

de maior ocorréncia nos soros testados.
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