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Soroprevaléncia para Neospora caninum, Toxoplasma gondii e Leptospira spp. e
resposta vacinal para Leptospira spp. em rebanho ovino no municipio de
Uberlandia, MG

RESUMO - Os objetivos do presente trabalho foram: verificar a soroprevaléncia
de Neospora caninum, Toxoplasma gondii e Leptospira spp; monitorar a prevaléncia
para Leptospira spp. num intervalo de 10 meses; e aferir o perfil de aglutininas induzido
pela soroconversdo de duas bacterinas polivalentes em rebanho ovino com relatos
contra perdas reprodutivas no municipio de Uberlandia, MG. Foram colhidas amostras
de sangue de 98 ovinos. As amostras foram testadas frente ao ELISA para Neospora
caninum e Toxoplasma gondii e pelo método de soroaglutinagdo microscopica (SAM)
para Leptospira spp. Apds dez meses foi realizada uma segunda colheita em 101
ovinos, as amostras de soro foram submetidas ao SAM para monitorar a prevaléncia de
Leptospira spp. no rebanho. Cinquenta e nove ovinos foram divididos em seis grupos
experimentais: de positivos ao SAM imunizados com vacina comercial (grupo |) e
autdégena (grupo Ill), negativos ao SAM e imunizados com vacina comercial (grupo Il) e
autégena (grupo V), um grupo de animais positivos aos SAM e nao vacinados (V) e
outro de negativos ao SAM e nao vacinados (grupo VI). Os niveis de aglutininas foram
avaliados e os titulos de anticorpos alcancados em série de diluicbes na razdo de dois.
Atestaram-se consideraveis prevaléncias de 30,60%, 63,30% e 23,46% para N.
caninum, T. gondii e Leptospira spp., respectivamente. A maior prevaléncia para
Leptospira spp. ocorreu a época do aparecimento dos surtos reprodutivos (23,00%)
tendendo a queda dez meses ap0ds a primeira colheita (13,86%). A resposta vacinal
obtida mostrou-se heterogénea na proporcdo de animais reagentes e niveis de
anticorpos aglutinantes frente aos sorovares incluidos na formulacdo das vacinas.
Titulos maiores alcancados foram contra Harjo e Wollfi em diluicées de 1:200. A faixa

de melhor soroconversao ocorreu entre os 30 e 120 dias pds primo vacinagao.

Palavras-chave: aborto, imunizagao, leptospirose, neosporose, toxoplasmose



Seroprevalence for Neospora caninum, Toxoplasma gondii and Leptospira spp.
and vaccine response to Leptospira spp. In sheep flock of the city of Uberlandia,
MG

ABSTRACT - The objectives were: to determine the seroprevalence of Neospora
caninum, Toxoplasma gondii and Leptospira spp; monitor the prevalence of Leptospira
spp. within 10 months and assess the profile of agglutinins induced seroconversion of
two multi-purpose bacterins in sheep flock with reported reproductive losses in
Uberlandia, MG. We collected blood samples from 98 sheep. The samples were tested
against the ELISA for Neospora caninum and Toxoplasma gondii and the method of
microscopic agglutination test (MAT) for Leptospira spp. After ten months was held a
second crop of 101 sheep, serum samples were subjected to SAM to monitor the
prevalence of Leptospira spp. the herd. Fifty nine animals were divided into six
experimental groups: positive for the SAM immunized with commercial vaccine (group 1)
and autologous (group lIll), and negative immunized with commercial vaccine (group Il)
and autologous (group IV), and a group of positive animal for SAM not vaccinated (V)
and negative sheep for the SAM unvaccinated (group VI). The levels of agglutinins were
evaluated and the antibody titers achieved in series of dilutions in the ratio of two (1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200). Considerable prevalence of 30.6%, 63.3% and
23.46% for N. caninum, T. gondii and Leptospira spp., respectively, was attested. The
greater prevalence of Leptospira spp. occurred at the time of onset of reproductive bouts
(23%) tend to fall ten months after the first harvest (13.86%). The vaccine response
obtained was heterogeneous in the proportion of reacting animals and levels of
agglutinating antibodies against the serovars included in the formulation of vaccines.
Titers achieved were for Harjo and Wollf at dilutions of 1:200. The range of best
seroconversion occurred between 30 and 120 days after vaccination cousin.

Key words: abortion, immunization, leptospirosis, neosporosis, toxoplasmosis



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

A ovinocultura no Brasil tem se desenvolvido de maneira bastante acentuada
(VASCONCELOS, VIEIRA, 2002). Segundo os dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (2007) o pais possui aproximadamente 16.200.000 animais,
a regidao Sudeste em torno de 660.000 animais, o estado de Minas Gerais com
quase 243.000, e a cidade de Uberlandia com 4.600 animais.

De acordo com o Instituto Mineiro de Agropecuaria (2009), a ovinocultura
mineira tem predominancia de sistema extensivo de criacdo (totalmente a pasto),
composto basicamente por animais de ragas de corte objetivando produgao de carne
e com média de 80 ovinos por propriedade.

Neospora caninum, Toxoplasma gondii e Leptospira spp. sdo considerados
importantes agentes infecciosos que afetam a reprodugcdo de ovinos (DUBEY,
LINDSAY, 1996; HOMEM, HEINEMANN, MORAES, 2001; COSTA et al., 2001)
podendo resultar em aborto ou nascimento de bezerros fracos (BIELSA, ROMERO,
HEUER, 2004).

Neosporose € causada por um parasito coccideo, formador de cistos
denominado Neospora caninum (DUBEY et al., 1996). O cado é o hospedeiro
definitivo e elimina oocistos apo6s ingestao de tecido ou 6rgdo de hospedeiros
intermediarios, representados pelos bovinos, contendo cistos do agente (ALMEIDA,
2004).

A infeccao por N. caninum ndo produz sinais clinicos nos ruminantes, exceto
pelos abortos. Animais de qualquer idade e a qualquer momento da gestacdo podem
abortar (PATITUCCI et al., 1999). Pesquisas realizadas no Brasil diagnosticando o
agente por imunohistoquimica e reacdo em cadeia por polimerase (PCR)
demonstraram tal fato. O diagnéstico para este coccideo deve ser incluido na rotina
como mais um dos possiveis causadores de aborto (GENNARI, 2004), ja que
neosporose é considerada a principal causa de perdas reprodutivas em paises onde
a brucelose foi controlada (PATITUCCI et al., 2000).

Outro agente importante em infec¢des reprodutivas é o Toxoplasma gondii
que pertence ao Filo Apicomplexa e Familia Sarcocystidae, como o Neospora



caninum. E um coccideo intestinal do gato (hospedeiro definitivo) e com uma série
de hospedeiros intermediarios (FORTES, 1997). A toxoplasmose € a enfermidade
causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, ocorre freqiientemente em humanos e
animais, portanto € uma zoonose. Segundo Silva et al. (2003), desde 1954 o
parasito € descrito como causador de abortos em ovinos, sendo considerado como a
maior causa de problemas reprodutivos nesta espécie. A doenca clinica ocorre na
forma de problemas perinatais como abortos, natimortos e cordeiros recém nascidos
fracos.

Durante muito tempo a espécie Leptospira interrogans era considerada a
Unica que causava leptospirose. Atualmente a familia Leptospiraceae esta dividida
em 13 espécies patogénicas, com mais de 260 sorovares (ADLER, DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2009). A classificagdo dos sorovares é baseada na expressao dos
epitopos superficiais em um mosaico de antigenos lipopolissacarideos (LPS),
enquanto a especificidade dos epitopos depende da sua composi¢do e conformagao
dos acucares. De acordo com Faine et al. (1900) as leptospiras ndo sao hospedeiro-
especificas, porém, alguns sorovares parecem apresentar afinidade a algumas
espécies de hospedeiro.

A infeccdo do homem e outros seres vivos se fazem pelo contato com agua e
alimentos contaminados com a urina de individuos doentes ou portadores sadios
(LARSSON, 1981). Esta é uma zoonose que apresenta alta prevaléncia em paises
tropicais, devido as altas precipitacdes pluviométricas e solo neutro a alcalino. A
presenca e sobrevivéncia do agente no ambiente s&o favorecidas, sobretudo, pela
umidade e pH neutro (HOMEM; HEINEMANN; MORAES, 2001).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (2004), a
leptospirose esta classificada como uma enfermidade da lista B, grupo ao qual
pertencem as doencgas transmissiveis de grande importancia do ponto de vista
socioecondmico e/ou sanitario, cuja repercussao no comércio internacional de
animais e produtos de origem animal € consideravel (BLAHA, 1989).

Os ovinos sé&o os animais domésticos considerados menos susceptiveis a
leptospirose, porém sofrem a infeccdo das leptospiras patogénicas e, em muitos
casos, a evolugao € assintomatica, podendo, as vezes, ocorrerem surtos da doenga

com casos de abortos e morte de cordeiros. A leptospirose pode manifestar-se de



forma aguda, subaguda e crOnica, caracterizando-se por quadros clinicos de
septicemia, hemorragia, nefrite, seguida por ictericia, hemoglobinuria, mastite
sanguinolenta, repeticdo de cio, aborto nas ovelhas e anemia hemolitica nos
cordeiros com morte na primeira semana de vida (CICERONI et al., 2000). Quando a
leptospirose € diagnosticada prematuramente, muitas perdas por aborto podem ser
evitadas (SAGLAM et al., 2007).

Na pratica, os métodos soroldgicos sdo os mais usados para realizagcdo do
diagnéstico de leptospirose. O método de reacao de soroaglutinacdo microscépica é
o recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude tanto para diagnostico em
homens quanto para animais, ja que leptospirose € uma zoonose (FUNASA, 1995).

O controle da leptospirose nos animais domésticos depende de um correto
diagnéstico, tratamento apropriado, da implantacdo de medidas de manejo, controle
de roedores sinantrépicos (KINGSCOTE, PROULX, 1986; HODGES, DAY, 1987;
BOLIN, ALT, 1999), eliminagdo do excesso de agua estagnada no ambiente, e a
imunizacdo sistematica do rebanho (GUIMARAES, CORTES, VASCONCELOS,
1982/1983; MOREIRA, 1994).

Animais de producao precisam ser submetidos a aplicacao de bacterinas com
mais de cinco sorovares devido a variacoes das condicbes epidemioldgicas e
consequentemente dos sorovares de cada regidao (STRINGFELLOW et al., 1983).
Segundo Faine et al. (1999) a identificacdo da variante sorolégica da leptospira tem
importancia, uma vez que a imunidade é especifica para a mesma, nao havendo
imunidade cruzada. Salientando, assim, a importancia do desenvolvimento de
bacterinas que contemplem os sorovares endémicos de cada regiao, levando a uma
imunizacao mais eficaz.

Embasado nesses aspectos, na relevancia da neosporose, toxoplasmose e
leptospirose, nos contextos econémicos e de saude publica e na escassez de
estudos destas doengas em ovinos, justifica-se este trabalho. Os objetivos, portanto,
foram: ldentificar a soroprevaléncia de Neospora caninum, Toxoplasma gondii e
Leptospira spp. em rebanho ovino com relatos de perdas reprodutivas de uma
propriedade de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil; Acompanhar a sororreatividade

destes animais contra leptospirose em um intervalo de 10 meses; Averiguar e



comparar a eficacia da resposta vacinal de uma bacterina polivalente comercial e

outra autégena frente aos sorovares mais freqlientes neste rebanho.
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CAPITULO 2

Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum, anti-Toxoplasma gondii e
anti-Leptospira spp. em Rebanho Ovino com Relatos de Perdas Reprodutivas
em uma Propriedade de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil

RESUMO - O obijetivo foi verificar a soroprevaléncia de Neospora caninum,
Toxoplasma gondii e Leptospira spp. em uma propriedade de ovinos com relato de
perdas reprodutivas no municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Foram colhidas
amostras de sangue por puncao intravenosa de 98 ovinos com mais de 120 dias de
idade. As amostras de soro sanguineo foram testadas frente ao ELISA para
Neospora caninum, Toxoplasma gondii e pelo método de soroaglutinacdo
microscépica para Leptospira spp. Observaram-se as consideraveis prevaléncias de
30,6%, 63,3% e 23,46% para N. caninum, T. gondii e Leptospira spp.,
respectivamente. Desta forma ficou evidenciada a importancia epidemiolégica
dessas doencas, € da combinacdo das mesmas como causadoras de disturbios

reprodutivos em ovinos.

Palavras-chave: aborto, ELISA, leptospirose, neosporose, soroaglutinacdo

microscépica, toxoplasmose

1. Introducao

Neospora caninum, Toxoplasma gondii e Leptospira spp. sdo considerados
importantes agentes infecciosos que afetam a reprodugdo de ovinos (DUBEY,
LINDSAY, 1996; HOMEM, HEINEMANN, MORAES, 2001; COSTA et al., 2001)
podendo resultar em aborto ou nascimento de bezerros fracos (BIELSA, ROMERO,
HEUER, 2004).
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A neosporose é causada por um parasito coccideo, formador de cistos
denominado Neospora caninum (DUBEY et al., 1996). Os cédes sao os hospedeiros
definitivos, eliminam oocistos apds ingestdo de tecidos ou 6rgaos de hospedeiros
intermediarios, representados pelos ruminantes, contendo os cistos do agente
(ALMEIDA, 2004).

A infeccao por N. caninum ndo produz sinais clinicos nos ruminantes, exceto
pelos abortos observados. Animais de qualquer idade e a qualquer momento da
gestacdo podem abortar (PATITUCCI et al.,, 1999). Sabe-se que a neosporose
ocorre menos freqlentemente em ovinos, e esta associada a abortos e nascimentos
de cordeiros fracos (KOBAYASHI et al., 2001). No entanto, em propriedades em que
sdo criados juntamente com bovinos, os ovinos podem eventualmente participar da
epidemiologia da infeccdao (VOGEL, ARENHART, BAUERMANN, 2006). O
diagnoéstico para este coccideo deve ser incluido em rotina como mais um dos
possiveis causadores de aborto (GENNARI, 2004).

O Toxoplasma gondii pertence ao Filo Apicomplexa e Familia Sarcocystidae,
como o Neospora caninum. E um coccideo intestinal do gato (hospedeiro definitivo)
e com uma série de hospedeiros intermediarios (FORTES, 1997). A toxoplasmose é
a enfermidade causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, muito comum em
humanos e animais. Segundo Silva et al. (2003), desde 1954 o parasito é descrito
como causador de abortamento em ovinos, sendo considerado como a maior causa
de problemas reprodutivos nesta espécie. A doencga clinica ocorre na forma de
problemas perinatais como abortos, natimortos e cordeiros recém nascidos fracos.

Durante muito tempo a espécie Leptospira interrogans era considerada a
Unica que causava leptospirose. Atualmente a familia Leptospiraceae esta dividida
em 13 espécies patogénicas, com mais de 260 sorovares (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2009). A classificagdo dos sorovares é baseada na expressao dos
epitopos superficiais em um mosaico de antigenos lipopolissacarideos (LPS),
enquanto a especificidade dos epitopos depende da sua composi¢do e conformagao
dos agucares. De acordo com Krieg (1996) as leptospiras ndo sdo hospedeiro-
especificas, porém, alguns sorovares parecem apresentar afinidade a algumas
espécies de hospedeiro.
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Os ovinos sdo os animais domésticos considerados menos susceptiveis a
leptospirose, porém sofrem a infecgcdo das leptospiras patogénicas e, em muitos
casos, a evolugdo é assintomatica. As vezes ocorrerem surtos da doenga com casos
de abortos e morte de cordeiros. A leptospirose pode manifestar-se de forma aguda,
subaguda e crbnica, caracterizando-se por quadros clinicos de septicemia,
hemorragia, nefrite, seguida por ictericia, hemoglobinuria, mastite sanguinolenta,
retorno ao cio, aborto nas ovelhas e anemia hemolitica nos cordeiros com morte na
primeira semana de vida (CICERONI et al., 2000).

Justifica-se este trabalho pela importancia econémica e epidemiolégica da
neosporose, toxoplasmose e leptospirose em animais de produgéo. Vislumbrando
contribuir com dados epidemiolégicos para elucidar a influéncia destas em rebanho
ovino, com problemas reprodutivos, o objetivo deste trabalho foi: verificar a
soroprevaléncia de Neospora caninum, Toxoplasma gondii e Leptospira spp. em
uma propriedade de ovinos com relato de perdas reprodutivas no municipio de
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, e associar as prevalecias encontradas aos

prejuizos reprodutivos.

2. Material e Métodos

2.1 — Local

Este estudo foi realizado em propriedade rural inserida no Bioma Cerrado,
numa regiao de Clima Tropical com duas estacdes bem definidas: verao quente e
chuvoso, e inverno seco, localizada no Municipio de Uberlandia, Minas Gerais.
Apresenta pluviosidade média anual de 1500 mm e temperatura média de 22° C
(BRITO, PRUDENTE, 2005).

A propriedade tem diversificacdo da produgcdo pecuaria, entre elas
bovinocultura de corte e leite, ovinocultra e caprinocultura de corte. Todas as
atividades eram realizadas em conjunto e em sistema extensivo de produgéo.

Também coabitavam na propriedade equinos para manejo rotineiro da fazenda, e
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existiam aproximadamente 50 caes de caga. O rebanho ovino era o maior dentre as
espécies ali existentes, sendo relatados eventos de prejuizos reprodutivos, como

aborto e repeticao de cio.

2.2 — Colheitas de sangue

As colheitas de sangue nos ovinos foram executadas por venopunc¢ao
asséptica da veia jugular de todos os animais com idade superior a 120 dias de vida,
buscando evitar aqueles que possivelmente ainda apresentassem anticorpos
colostrais em sua circulacdo sanguinea, pelo método de amostragem nao
probabilistica por julgamento especializado (GRESSLER, 2004), totalizando 98
ovinos. As amostras de sangue foram armazenadas em tubos de 10 mL,
identificados e sem anticoagulante. O material coletado foi transportado sob
refrigeracdo até o laboratério de Doencas Infecto-contagiosas da Faculdade de
Medicina Veterinaria (FAMEV) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), onde
foi extraido o soro sanguineo de cada amostra, dividindo-as em duas fragdes. Foram
feitas as devidas identificacdes e posterior armazenamento a uma temperatura de -
20°C ate 0 momento das analises.

Uma das fragdes foi encaminhada ao Laboratério de Parasitologia (UFU) para
a realizagao dos testes sorolégicos para diagndstico de neosporose e toxoplasmose,
a outra foi utilizada para o diagnéstico de leptospirose no proprio Laboratério de
Doengas Infecto-contagiosas.

2.3 — Testes soroldgicos

2.3.1 — Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

Os ensaios imunoenzimaticos para deteccao de anticorpos da classe IgG anti-

N. caninum e 1gG anti-T. gondii em amostras de soros de ovinos, seguindo o

protocolo descrito por Silva et al. (2007), com algumas modificacoes.
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Placas de poliestireno de alta afinidade com 96 pogos (Corning Incorporated
Costar®, Nova York, EUA) foram sensibilizadas (50 pL/poco) com antigeno soluvel
de N. caninum ou T. gondii, na concentragcdo de 10 yg/ml em tampao carbonato-
bicarbonato a 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas trés
vezes com PBS adicionado de 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e os sitios ativos das
placas foram bloqueados (100 pL/pog¢o) com 5% de leite em p6 desnatado em PBS-
T (PBS-TM) por 1 hora em temperatura ambiente. Apdés novas lavagens, as
amostras de soros foram adicionadas (50 pL/poc¢o), em duplicata, na diluicao de 1:50
(N. caninum) ou 1:64 (T. gondii) em PBS-TM. Apés incubagao por uma hora a 37°C,
as placas foram lavadas seis vezes com PBS-T e, em seguida, foi adicionado (50
pL/poco) o anticorpo secundario IgG de coelho anti-IgG de carneiro marcado com
biotina na diluicdo de 1:250 (N. caninum) ou 1:250 (T. gondii ) em PBS-TM e
incubado por uma hora a 37°C. Apds novo ciclo de seis lavagens com PBS-T, foi
adicionado (50 plL/pogo) o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma Chemical
Co.) na diluigdo 1:1000 em PBS-TM e incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apos um ciclo final de lavagens, as placas foram reveladas pela adi¢cdo do
substrato enzimatico H.O, a 0,03% em tampao cromoégeno consistindo de 0,01M
2,2'-azino-bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid (ABTS; Sigma Chemical Co.) em
tampao citrato-fosfato 0,07 M (pH 4,2).

Apoés incubagdo por 20-30 minutos a temperatura ambiente, a densidade
optica (DO) foi determinada em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, McLean, EUA) a 405 nm. Trés soros controles positivos e negativos
foram incluidos em cada placa. O cut off (limite de positividade) foi determinado pela
média dos valores de DO dos soros controles negativos acrescido de trés desvios
padrdes. Os titulos de anticorpos foram expressos arbitrariamente em indice ELISA
(IE), de acordo com a seguinte formula: IE = DO amostra / DO cut off como
anteriormente descrito (SILVA et al., 2007). Valores de IE > 1,3 foram considerados
positivos.
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2.3.2 — Soroaglutinagdo microscopica (SAM)

Foi utilizado o método de Soroaglutinacdo Microscépica, padronizando-se
positivo maior ou igual a 50% de aglutinacédo de antigenos por campo a uma diluicao
de 1:100 do soro sanglineo (FUNASA, 1995; COLE, SULZER, PULSSELY, 1973).

Realizados com a finalidade de detectar anticorpos anti-Leptospira spp. para
os sorovares Australis, Autumnalis, Bratislava, Djasiman, Hardjo, Tarasovi, Bataviae,
Butembo, Copenhageni, Cynopteri, Wolffi, Icterohaemorraghiae, Sentot,

Grippotyphosa, Panama, Pomona, Canicola, Patoc e Pyrogenes.

3 — Resultados e Discussao

Para N. caninum, observou-se uma prevaléncia de 19,4% de animais
reagentes ao ELISA e, deste total, nenhum dos animais foram sororreagentes
apenas para neosporose. Considerando T. gondii, 63,3% dos animais do rebanho
estudado foram sororreagentes ao teste de ELISA, e deste total 51,6% eram

positivos apenas para toxoplasmose (Tabelas 1 e 3).

Tabela 1: Incidéncia de neosporose, toxoplasmose e leptospirose em rebanho ovino
com problemas reprodutivos, Uberlandia — MG, 2007

Neosporose Toxoplasmose Leptospirose Total
Animais 19 62 23 98
% 19,4 63,3 23,46 100

West et al (2006) ao pesquisarem rebanhos ovinos com historico de abortos
em ovelhas menores de um ano, detectaram que em dois destes rebanhos as
ovelhas que sofreram aborto apresentaram-se significativamente mais prevalentes
para N. caninum se comparadas aquelas que nao abortaram. Héassig et al. (2003)
em estudo realizado numa propriedade onde neosporose e toxoplasmose existiam
concomitantemente, verificaram que os abortos causados por N. caninum
aconteciam justamente em ovelhas que também reagiram sorologicamente contra T.

gondii, mesmo a prevaléncia para toxoplasmose (97%) sendo maior que a
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encontrada para neosporose (12,8%). Os dados relatados por estes autores
demonstram a importancia clinica da associacao entre neosporose e toxoplasmose
em ovelhas, como o encontrado neste trabalho.

Em levantamentos soroldgicos mais recentes, feitos em ovinos no Brasil para
deteccdo da neosporose, utilizando o método de Reagao de Imunofluorescéncia
Indireta, encontrou-se uma prevaléncia de 9,2% no oeste do estado de Sao Paulo
(FIGLIUOLO et al., 2004), 9,5% no estado do Parana (ROMANELLI et al., 2007),
7,4% no estado da Bahia (OTERO et al., 2003) e 3,2% no estado do Rio Grande do
Sul (VOGEL, ARENHART, BAUERMANN, 2006). Helmick et al. (2002) em
investigacao soroldgica para neosporose em ovelhas com histérico de aborto,
encontraram apenas 4,24% dos animais reativos ao teste de ELISA.

A presenga de caes, hospedeiros intermediarios do N. caninum, é referida
como fator de risco na prevaléncia deste agente nos rebanhos (ROMANELLI et al.,
2007). Na propriedade onde se realizou este estudo foi verificada a presenga de
mais de 50 caes de caca, o que pode justificar a consideravel prevaléncia de
neosporose em ovinos.

No que se refere a prevaléncia de T. gondii, observou-se um maior numero de
ovinos sororreagentes neste trabalho (63,3%) quando comparado a inquéritos
sorolégicos ja executados no Brasil. Mesmo que esta taxa varie em relagéo ao teste
sorologico utilizado, a regidao e idade dos animais estudados (DUBEY, 1990), e
considerando que estes levantamentos soroepidemiolégicos ndo foram executados
em propriedades com surtos reprodutivos. Larsson et al. (1980) encontraram 39,0%
de positividade em ovinos abatidos no Rio Grande do Sul, ja Pita Gondim et al.
(1999) observaram 18,75% de ovinos positivos no estado da Bahia.

Figliuolo et al. (2004) no estado de S&o Paulo, e Romanelli et al. (2007) no
estado do Parana, ambos pelo método da reacdo de imunofluorescencia indireta
(RIFI), encontraram as prevaléncias de 34,7%, 51,4%, respectivamente. E mesmo
Clementino, Souza e Andrade Neto (2007) encontraram 29,41% de ovinos no estado
do Rio Grande do Norte positivos para toxoplasmose no teste de ELISA, valor
também menor que o encontrado neste estudo.

Helmick et al. (2002), ao analisarem 660 ovelhas com problemas de aborto no
Reino Unido, encontraram apenas 3 (0,45%) animais positivos para N. caninum pelo
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método da RIFI, e 167 (39,5%) para T. gondii pelo método de aglutinacdo em latex.
As prevaléncias encontradas neste trabalho, para N. caninum e T. gondii foram

notoriamente superiores aquelas relatadas por outros autores.

Tabela 2: FreqUéncia de sorovares de Leptospira spp. detectados pelo SAM em
rebanho ovino com problemas reprodutivos, Uberlandia — MG, 2007

Sorovares FreqUéncia %

Australis 01 4,34
Bratislava 12 53,17
Djasiman 01 4,34
Grippotyphosa 06 26,08
Hardjo 02 8,69
Icterohaemorrhagiae 01 4,34
Panama 01 4,34
Wolffi 02 8,69

Ap6s triagem dos 98 ovinos para Leptospira spp., 23 (283,46%) foram
sororreagentes para oito diferentes sorovares: Australis, Bratislava, Djasiman,
Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Panama e Wolffi. As prevaléncias
dentre os positivos para cada sorovar citado acima foram, respectivamente: 4,34%,
53,17%, 4,34%, 26,08%, 8,69%, 4,34%, 4,34% e 8,69% (Tabela 2). Dentre os que
sororreagiram ao SAM, sete animais foram positivos apenas para leptospirose.

Considerando a propor¢cao de animais sororreagentes para leptospirose, o
valor encontrado neste estudo foi mais elevado que o descrito por Favero et al.
(2002) de 0,7% dos ovinos de diversos estados brasileiros, e menor que a
prevaléncia, de 36,26% identificada em ovinos do Rio Grande do Sul, por Herrmann
et al. (2004). Mesmo esses dois estudos sendo executados em propriedades sem
relatos prévios de perdas reprodutivas, notou-se uma variagdo muito grande entre as
suas prevaléncias. Isso evidencia o diferenciado comportamento da leptospirose em
cada regidao estudada ou mesmo a resposta que as diferentes metodologias de
amostragem possam induzir.

As altas incidéncias para os sorovares Bratislava e Grippotyphosa
encontradas neste estudo ndo sdo usualmente relatadas por outros autores.
Vasconcellos (1997) identificou o sorovar Hardjo como o mais frequente no Brasil,
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enquanto Herrmann et al. (2004) encontraram Hardjo como o sorovar mais
prevalente em ovinos no estado do Rio Grande do Sul.

Em inquérito sorolégico executado por Favero et al. (2002), em diversos
estados brasileiros, os sorovares Icterohaemorrhagiae, Butembo, Castellonis e
Hebdomadis foram os mais prevalentes em ovinos. Porém, referindo-se aos
sorovares mais comumente isolados em ovinos, tem-se Grippotyphosa (ELLIS,
1983), segundo mais freqlente no presente trabalho, juntamente a Hardjo e
Pomona. A alta prevaléncia de Bratislava pode ser explicada pelo convivio proximo
destes ovinos com outras espécies animais na propriedade, como caes, bovinos,
caprinos e equinos.

De todo rebanho estudado, 5 ovinos (5,1%) foram sororreagentes aos 3
agentes etioldgicos. Quando considerada a resposta para dois agentes tem-se:
11,22% para leptospirose associada a toxoplasmose, 14,28% para toxoplasmose e
neosporose e nenhum para leptospirose e neosporose (Tabela 3). Tais combinag¢des
de animais reagentes para mais de um agente etiolégico discordam do que Howe et
al. (2008) relataram. Estes autores ndo encontram nenhum animal sorologicamente
positivo ao mesmo tempo para neosporose, toxoplasmose e leptospirose, sendo que
dos 67 ovinos estudados, 19 foram positivos somente ao teste sorolégico de

neosporose.

Tabela 3: Ocorréncia de animais soropositivos para dois ou mais agentes etiologicos
em rebanho ovino com problemas reprodutivos, Uberlandia — MG, 2007

Combinacao Leptospira T. godii N. caninum Total %
spp. % Y% Y%

Leptospira spp./ T. gondii 47,82 17,74 -- 11,22

Leptospira spp. / N. caninum 00 -- 00 00

T. gondii/ N. caninum -- 22,58 73,68 14,28

Leptospira spp. / N. caninum/ 21,74 08,06 26,31 5,1

T. gondii

A soroprevaléncia para T. gondii foi a maior em todo rebanho e, dentre os
animais que responderam sorologicamente a esse agente, 17,74% também eram
positivos ao teste de SAM para leptospirose e 22,58% reagiram ao teste-diagnéstico
de neosporose, o que totaliza 14 dos 19 animais positivos para N. caninum (Tabela
3). Romanelli et al (2007) encontraram apenas 5,2% dos ovinos estudados positivos
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tanto para N. caninum quanto para T. gondii, dado que é superado pela ocorréncia
encontrada neste estudo para os dois coccideos (14,28%).

Sabendo-se das baixas prevaléncias anteriormente relatadas em ovinos para
neosporose (HELMICK et al., 2002; FIGLIUOLO et al., 2004; ROMANELLI et al.,
2007), do fato desse pequeno ruminante ser menos susceptivel a Leptospirose
(CICERONI et al., 2000), e do pequeno numero de animais, dentre 0s expostos ao
T. gondii, que realmente apresentam sintomas de aborto (WATSON, BEVERLEY,
1971; WALDELAND, 1977). Pode-se afirmar que o expressivo numero de animais
sororreagentes a mais de um agente infeccioso, e da combinagao entre 0s mesmos,
justifica os relatos de perdas reprodutivas nos ovinos da propriedade estudada.
Sugere-se que, diante de um rebanho ovino com problemas reprodutivos (aborto,
repeticdo de cio, retencdo de placenta, nascimento de cordeiros fracos e
natimortos), a ocorréncia de neosporose, toxoplasmose e leptospirose devem ser

investigadas.

4 — Conclusao

Neste rebanho ovino com problemas reprodutivos no municipio de
Uberlandia, MG, Brasil, atestou-se as consideraveis prevaléncias de 30,6%, 63,3% e
23,46% para N. caninum, T. gondii e Leptospira spp., respectivamente. Desta forma
ficou evidenciada a importancia epidemiolégica dessas doencgas, e da combinagéao

das mesmas como causadoras de disturbios reprodutivos em ovinos.
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CAPITULO 3

Monitoramento Soroepidemioldgico de Leptospirose em Rebanho Ovino com
Relatos de Perdas Reprodutivas do Municipio de Uberlandia, MG, Brasil

RESUMO - Objetivou-se monitorar a soroprevaléncia para Leptospira spp. €
seus sorovares num rebanho ovino com perdas reprodutivas de uma propriedade no
municipio de Uberlandia, MG, entre outubro de 2007 e agosto de 2008. As colheitas
de sangue de ovinos foram realizadas num intervalo de 10 meses, totalizando 98
animais na primeira e 101 na segunda colheita. As amostras de soro sanguineo
foram submetidas ao teste de Soroaglutinacdo Microscépica para detectar
anticorpos anti-Leptospira spp. A maior prevaléncia para Leptospira spp. ocorreu a
época do aparecimento dos surtos reprodutivos (23,00%) tendendo a queda dez
meses apos a primeira colheita (13,86%). Os sorovares mais prevalentes foram
Bratislava e Grippotyphosa, Australis e Wolffi na primeira e segunda colheita,
respectivamente. Acredita-se que 0s ovinos sdo importantes mantenedores de
Leptospira spp. no ambiente.

Palavras-chave: aborto, Leptospira spp, prevaléncia, soroaglutinagdo microscépica,

sorovares

1 - Introducao

Os ovinos sédo os animais domésticos considerados menos susceptiveis a
leptospirose, porém sofrem a infecgdo das leptospiras patogénicas e, em muitos
casos, a evolucdo é assintomatica. As vezes ocorrerem surtos da doenga com casos
de abortos e morte de cordeiros. A leptospirose pode manifestar-se de forma aguda,

subaguda e crbnica, caracterizando-se por quadros clinicos de septicemia,
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hemorragia, nefrite, seguida por ictericia, hemoglobinuria, mastite sanguinolenta,
retorno ao cio, aborto nas ovelhas e anemia hemolitica nos cordeiros com morte na
primeira semana de vida (CICERONI et al.,, 2000). Quando a leptospirose é
diagnosticada de forma precoce, muitas perdas por aborto podem ser evitadas
(SAGLAM et al., 2007).

Ovinos podem adquirir a doenga pela urina contaminada de roedores,
bovinos, ou outras espécies animais de exploracdo pecudria. O isolamento de L.
interrogans sorovar Hardjo (BAHAMAN et al., 1980, ELLIS et al. 1983; COUSINS et
al., 1989; GERRITSEN et al., 1994), e L. borgpetersenii sorovar Javanica
(NATARAJASEENIVASAN, RATNAM, 1999), indica que essa espécie hospedeira
pode atuar como um importante reservatério disseminando leptospiras para outras
espécies e para os seres humanos. Os sorovares Pomona, Hardjo e Grippotyphosa
foram os mais comumente isolados em ovinos (ELLIS et al.,, 1983; BULU et al.,
1990; MAXIE, 1993).

Hardjo é a sorovariedade mais freqliente em todo o mundo, portanto a maior
causadora de problemas reprodutivos em ovelhas e de morte de cordeiros. Além
dessa sorovariedade, também tém sido descritos outros sorovares, porém com
menor freqiiéncia, podendo ser destacada a presenca dos sorovares Pomona,
Ballum, Bratislava, e Grippotyphosa (ELLIS, 1983). Viegas (1985) identificou
também a predominancia dos sorovares Autumnalis e Javanica, e Favero et al.
(2002) elucidaram a importancia das sorovariedades Icterohaemorrhagiae, Butembo,
Castellonis e Hebdomadis.

Objetivou-se monitorar a soroprevaléncia para Leptospira spp., € seus
sorovares, num rebanho ovino com perdas reprodutivas de uma propriedade no

municipio de Uberlandia, MG, entre outubro de 2007 e agosto de 2008.
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2. Material e Métodos

2.1 — Local

Este estudo foi realizado em propriedade rural inserida no Bioma Cerrado,
numa regiao de Clima Tropical com duas esta¢cdes bem definidas: verdo quente e
chuvoso, e inverno seco, localizada no Municipio de Uberlandia, Minas Gerais.
Apresenta pluviosidade média anual de 1500 mm e temperatura média de 22° C
(BRITO, PRUDENTE, 2005).

A propriedade tem diversificacdo da produgcdo pecuaria, entre elas
bovinocultura de corte e leite, ovinocultra e caprinocultura de corte. Todas as
atividades eram realizadas em conjunto e em sistema extensivo de producéo.
Também coabitavam na propriedade equinos para manejo rotineiro da fazenda, e
existiam aproximadamente 50 cdes de caga. O rebanho ovino era o maior dentre as
espécies ali existentes, sendo relatados eventos de prejuizos reprodutivos, como

aborto e repeticao de cio.

2.2 — Colheitas de sangue de ovinos

As colheitas de sangue foram executadas por venopuncgao asséptica da veia
jugular. Realizaram-se duas colheitas num intervalo de 10 meses entre as mesmas.
A primeira na fase critica dos relatos de perdas reprodutivas, no més de outubro de
2007, e a segunda no més de agosto do ano de 2008.

2.3 — Animais

O rebanho estudado era composto de ovinos da raca Santa Inés e mesticos

desta raca com indeterminado grau de sangue. Buscou-se utilizar animais acima dos

120 dias de idade, para evitar os que ainda apresentavam anticorpos colostrais
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circulantes, pelo método de amostragem nao probabilistica por julgamento
especializado (GRESSLER, 2004), e que fossem fémeas de reposi¢cdo, matrizes e
reprodutores. Totalizaram 98 e 101 animais na primeira e segunda colheita,

respectivamente.

2.4 — Exames Soroldgicos

Foram realizados com a finalidade de detectar anticorpos anti-Leptospira spp.
para os sorovares Australis, Autumnalis, Bratislava, Djasiman, Tarasovi, Bataviae,
Butembo, Copenhageni, Cynopteri, Wolffi, Hardjo, Icterohaemorraghiae, Sentot,
Grippotyphosa, Panama, Pomona, Canicola, Patoc e Pyrogenes. Foi utilizado o
método de Soroaglutinagcdo Microscopica, padronizou-se positivo maior ou igual a
50% de aglutinagdo de antigenos por campo a uma diluicdo de 1:100 do soro
sanglineo (FUNASA, 1995; COLE, SULZER, PULSSELY, 1973).

3 — Resultados e Discussao

Na primeira triagem, realizada no més de outubro de 2007, dos 98 animais
analisados, 23 foram sororreagentes para Leptospira spp. Os sorovares detectados,
em ordem decrescente de prevaléncia, foram: Bratislava (53,17%), Grippotyphosa
(26,08%), Hardjo (8,69%), Wolffi (8,69%), Australis (4,34%), Djasiman (4,34%),
Icterohaemorrhagiae (4,34%) e Panama (4,34%).

Na colheita do més de agosto de 2008, dos 101 ovinos examinados, 14 foram
sororreagentes para Leptospira spp. Os sorovares detectados foram apenas trés,
Australis (71,43%), Wolffi (21,43%) e Bratislava (12,5%) (Tabela 01).

Tabela 01: Prevaléncia para Leptospira spp. em rebanho ovino com relatos de
perdas reprodutivas, Uberlandia, MG, outubro de 2007

Colheitas Animais positivos Y% Total

10/2007 23 23,46 98
08/2007 14 13,86 101




32

Tendo em vista a persisténcia e a continuidade, num periodo de dez meses,
de resultados sorolégicos positivos para leptospirose dentro de um mesmo rebanho
ovino, pode-se acreditar que a manutengao da Leptospira spp. no ambiente se deve
a presenga desses animais reagentes, mesmo nao sendo realizada a identificagéo
do agente, seja por PCR ou isolamento (JORI et al., 2008). Assim sendo, 0s ovinos
positivos ao SAM representam risco de contaminagao para outras espécies animais
e 0 homem.

Sabe-se que a maioria dos abates de ovinos na regido do triangulo mineiro,
no estado de Minas Gerais, se da de forma artesanal, devido ao fato da cadeia
produtiva da ovinocultura ainda nao estar completamente organizada. Isso torna os
ovinos uma espécie de importante papel epidemiolégico na leptospirose humana.
Principalmente por que a infecgdo também pode ocorrer pelo contato com sangue e
tecidos de animais infectados durante o processamento artesanal da carne e até
mesmo no manejo diario pelos tratadores, criadores € médicos veterinarios (LEAL-
CASTELLANOS et al., 2003; SLACK et al., 2006).

Considerando a proporcdao de animais sororreagentes para leptospirose, 0s
valores encontrados nas duas colheitas foram mais elevados que os descritos por
Favero et al. (2002), que foi de 0,7% em ovinos de diversos estados brasileiros. E foi
menor que a prevaléncia identificada em ovinos do Rio Grande do Sul, de 36,26%,
por Herrmann et al. (2004). Mesmo esses dois estudos sendo executados em
propriedades sem relatos prévios de perdas reprodutivas, notou-se uma grande
variagdo entre as prevaléncias dos mesmos. Isso evidencia o comportamento da
leptospirose em cada regido, ou a diferenga entre metodologias de amostragem
empregadas.

As altas prevaléncias para os sorovares Bratislava e Grippotyphosa
registradas em outubro de 2007, e Australis e Wolffi em agosto de 2008, n&o foram
relatadas por outros autores. Vasconcellos (1997) identificou o sorovar Hardjo como
o mais freqUente nos diversos animais de producéo no Brasil. Favero et al. (2002)
detectaram os sorovares Icterohaemorrhagiae, Butembo, Castellonis e Hebdomadis
em ovinos, porém Herrmann et al. (2004) encontraram Hardjo como sorovar mais

prevalente.
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Quando comparados os resultados das duas colheitas observou-se: na
segunda triagem que oito novos ovinos se tornaram sororreagentes a Leptospira
spp.; dos 23 animais positivos na primeira triagem, somente seis repetiram a
soropositividade, cinco morreram de causas indeterminadas, e 11 passaram a nao
ser mais sororreagentes ao SAM. A prevaléncia dos sorovares Djasiman,
Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae e Panama reduziu-se a zero na coleta
de agosto de 2008, enquanto a de Bratislava decresceu de 53,17% para 12,5%, e
Australis e Wolffi apresentaram uma elevacao em suas prevaléncias, com 71,43% e

21,43%, respectivamente (Tabela 02).

Tabela 02: Prevaléncia de sorovares de Leptospira spp. em ovinos com relatos de
perdas reprodutivas, nas diferentes coletas, Uberlandia, MG, 2007-2008

Sorovares* (%)
Colheitas B G W H I P D A
10/2007 53,17 26,08 8,7 8,69 4,34 434 434 434
08/2009 125 0,00 214 0,00 0,00 0,00 0,00 71,43

* B= Bratislava, G = Grippotyphosa, W = Wolffi, H = Hardjo, | = Icterohaemorrhagiae, P = Panama, D
= Djasiman, A = Australis,

Jori et al. (2008) monitorando a soroprevaléncia de leptospirose em queixadas
(Tayassu tajacu) num intervalo de 27 meses, similarmente ao encontrado neste
estudo, identificaram uma queda na porcentagem de animais positivos na segunda
colheita em relacao a primeira, e uma queda de seis (Iquitos, Australis, Hebdomadis,
Autumnalis, Tarassovi e Ballum) para cinco sorovares (Cynoptery, Iquitos,
Icterohaemorrhagiae, Australis e Tarassovi) encontrados no rebanho. Identificou
também uma elevagéo na prevaléncia de dois sorovares, assim como o aferido no
presente estudo para os sorovares Australis e Wolffi.

Dos seis ovinos que reagiram positivamente ao SAM tanto na primeira quanto
na sengunda colheita, apenas dois continuaram persistindo na resposta para o
mesmo sorovar. Um para o sorovar Wolffi, e outro que era positivo apenas para
Bratislava na primeira triagem e se tornou sororreagente também para Australis na
segunda triagem. Os demais individuos reagiram para novos sorovares. Trés ovinos,

anteriormente positivos para Bratislava, se tornaram sororreagentes para Australis; e
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um, que reagia na colheita de outubro de 2007 para os sorovares Hardjo e Wolffi,
passou a reagir somente para Australis na segunda triagem.

Anticorpos contra Leptospira spp. aparecem poucos dias apds o contato do
hospedeiro com o0 agente, persistem por semanas ou meses, e desaparecem se nao
houver mais o contato com o antigeno (OIE, 2000), sendo que a imunidade
adquirida para leptospirose é de curta duracdao (BOQVIST, HO THI, MAGNUSSON,
2005), tais fatos explicam a variagdo das prevaléncias entre os sorovares nas duas
colheitas, principalmente para animais que passaram a nao mais reagir ao SAM.

A persisténcia de animais reagentes ao mesmo sorovar indica que houve
contato continuo do agente com o0s ovinos, ou que o portador renal, logo que
apresentou niveis decrescentes de anticorpos circulantes, possibilitou uma nova
bacteremia e conseqilente aumento nos niveis de anticorpos (ANDRE FONTAINE,
GARNIERE, 1990; ELLIS, 1994).

O aparecimento de novos animais sororreagentes, e o incremento das
porcentagens de prevaléncia para os sorovares Australis e Wolffi, indicam a
exposicao freqiente dos ovinos aos sorovares circulantes no ambiente, mantidos
possivelmente por outras espécies animais, como 0S caprinos, bovinos, caes,
equinos existentes na propriedade estudada (MOREIRA et al., 2009).

O monitoramento da soroprevaléncia para Leptospira spp. em um rebanho
ovino com disturbios reprodutivos desse estudo demonstrou claramente que esta
bactéria, quando presente em um rebanho ovino, apresenta-se com mais de um
sorovar. Ainda é possivel verificar que estes sorovares se mantém quando ha o

convivio com outros animais.

4 - Conclusao

Os ovinos de uma propriedade com problemas reprodutivos no municipio de
Uberlandia, MG, Brasil, estavam infectados por Leptospira spp. A maior prevaléncia
para Leptospira spp. ocorreu a época do aparecimento dos surtos reprodutivos
(23%) tendendo a queda dez meses apOs a primeira colheita (13,86%). Os

sorovares mais detectados foram Bratislava e Grippotyphosa, Australis e Wolffi na
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primeira e segunda colheita, respectivamente. Acredita-se que 0s ovinos s&o
importantes mantenedores de Leptospira spp. no ambiente.
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CAPITULO 4

Perfil de aglutininas anti-Leptospira spp. em ovinos vacinados com bacterinas

comercial e autégena

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi aferir o perfil de aglutininas induzidos
pela soroconversdo de duas bacterinas polivalentes, sendo uma comercial e outra
autégena, frente aos sorovares mais frequentes em ovinos de um rebanho com
relatos de perdas reprodutivas no municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Cinquenta
e nove ovinos foram dividos em seis grupos experimentais, sendo eles: positivos ao
teste de soroaglutinacdo microscépica (SAM) imunizados com vacina comercial
(grupo 1) e autdgena (grupo Ill), negativos ao SAM e imunizados com vacina
comercial (grupo Il) e autégena (grupo 1V), um grupo de animais positivos aos SAM
e nao vacinados (V) e outro de negativos ao SAM e n&o vacinados (grupo VI). Os
niveis de aglutininas foram avaliados utilizando SAM com antigenos vivos, e 0s
titulos de anticorpos foram alcancados com uma série de diluicbes na razao de dois
(1:100; 1:200; 1:400; 1:800, 1:1600; 1:3200). A resposta vacinal obtida com a
utilizagdo das duas bacterinas mostrou-se heterogénea na propor¢cao de animais
reagentes e niveis de anticorpos aglutinantes frente aos sorovares incluidos na
formulacdo das vacinas. Titulos maiores alcangados foram contra Harjo e Wollfi em
diluigbes de 1:200. A faixa de melhor soroconverséo ocorreu entre os 30 e 120 dias
pos primo vacinagcdo. O sorovar Icterohaemorrhagiae apresentou-se com melhor
soroconversao em animais positivos nao vacinados, o que indica reinfeccao dos

mesmos para este sorovar.

Palavras-chave: imunizagéo, resposta vacinal, soroconversdo, sorovares, titulos de

anticorpos
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1 - Introducao

Dentre os sorovares, Hardjo é o mais freqlente em todo o mundo, portanto a
maior causadora de problemas reprodutivos em ovelhas e de morte de cordeiros.
Além dessa sorovariedade, também tém sido descritos outros sorovares, porém com
menor freqiiéncia, podendo ser destacada a presenca dos sorovares Pomona,
Ballum, Bratislava, e Grippotyphosa (ELLIS et al., 1983). Viegas (1985) identificou
também a predominancia dos sorovares Autumnalis e Javanica, e Favero et al
(2002) elucidou a importancia das sorovariedades Icterohaemorrhagiae, Butembo,
Castellonis e Hebdomadis.

No Brasil, inquéritos sorolégicos feitos por Viegas (1980); Ellis (1994); Viegas
et al. (1994) e Caldas et al. (1997/98) em ovinos e Vasconcellos et al. (1997) em
bovinos, demonstraram a distribuicdo de Leptospira spp. em varios estados
brasileiros. No Estado do Rio Grande do Sul, onde a criagdo de bovinos e ovinos é
comum nos mesmos pastos e aguadas, a infeccdo por Leptospira spp.
provavelmente esta estabelecida nos rebanhos (HERRMANN et al., 2004).

O controle da leptospirose, nos animais domésticos depende de um correto
diagnéstico, tratamento apropriado, da implantacdo de medidas de manejo, controle
de roedores sinantrépicos (KINGSCOTE, PROULX, 1986; HODGES, DAY, 1987;
BOLIN, ALT, 1999), eliminacdo do excesso de agua estagnada no ambiente, € a
imunizacdo sistematica do rebanho (GUIMARAES, CORTES, VASCONCELOS,
1982/1983; MOREIRA, 1994).

As vacinas comumente disponiveis no comércio para a profilaxia da
leptsopirose sdo produzidas a partir de culturas bacterianas totais inativadas
(bacterinas) (LANGONI, DEL FAVA, CABRAL, 1999), cuja eficacia aumenta com a
incorporagado de substancias adjuvantes ao antigeno (HANSON, 1997). Em geral, o
uso de vacinas contra leptospirose reduz a ocorréncia da infec¢édo, a severidade dos
sinais clinicos, os problemas reprodutivos (BOLIN, THIERMANN, HANDSAKER,
1989) e o impacto econémico da doenga (SULLIVAN, 1974).

Animais de producao precisam ser submetidos a aplicacao de bacterinas com
mais de cinco sorovares devido a variacoes das condigbes epidemiolégicas e
consequentemente dos sorovares de cada regidao (STRINGFELLOW et al., 1983).
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Segundo Faine et al. (1999) a identificacdo da variante sorolégica da leptospira tem
importancia, uma vez que a imunidade é especifica para a mesma, nao havendo
imunidade cruzada. Salientando assim, a importancia do desenvolvimento de
bacterinas que contemplem os sorovares endémicos de cada regiao, levando a uma
imunizacao mais eficaz.

Tendo em vista esse aspecto, a relevancia da leptospirose nos contextos
econdmicos e de saude publica e a escassez de estudos desta doenca em ovinos é
que se fundamenta este trabalho. O objetivo desta pesquisa foi, portanto, de aferir o
perfil de aglutininas induzidos pela soroconversdo de duas bacterinas polivalentes,
sendo uma comercial e outra autégena, frente aos sorovares mais frequiientes em
ovinos de um rebanho com relatos de perdas reprodutivas no municipio de
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

2 — Material e Métodos

2.1 — Local

Este estudo foi realizado em propriedade rural inserida no Bioma Cerrado,
numa regiao de Clima Tropical com duas estacdes bem definidas: verao quente e
chuvoso, e inverno seco, localizada no Municipio de Uberlandia, Minas Gerais.
Apresenta pluviosidade média anual de 1500 mm e temperatura média de 22° C
(BRITO, PRUDENTE, 2005).

2.2 - Titulos de anticorpos aglutinantes

Os niveis de aglutininas anti-Leptospira spp. foram avaliados utilizando-se a
técnica de soroaglutinacdo microscépica (SAM) com antigenos vivos, conforme
critério recomendado pela Fundagdo Nacional de Saude - Brasil (1995), para os

seguintes sorovares: Australis, Autumnalis, Bratislava, Djasiman, Tarassovi,
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Bataviae, Butembo, Copenhageni, Cynopteri, Wolffi, Icterohaemorraghiae, Hardjo,
Sentot, Grippotyphosa, Panama, Pomona, Canicola, Patoc e Pyrogenes. Foram
considerados reagentes os animais que apresentaram titulos = 1:100, os quais
sofreram uma série de diluicdes geométricas de razao dois (1:200; 1:400; 1:800,
1:1600; 1:3200) (FUNASA, 1995; COLE, SULZER, PULSSELY, 1973).

2.3 — Triagem dos ovinos frente ao teste de soroaglutinagdo microscopica

Foram realizadas duas triagens na propriedade, uma primeira com a
finalidade de identificar os sorovares endémicos, possibilitando a elaboracao da
bacterina autdégena (Figura 1); e uma segunda, anterior ao esquema de vacinagao,
buscando identificar quais animais eram sororreagentes para Leptospira spp. (Figura
2). Assim foi possivel dividir os ovinos em grupos experimentais.

Na primeira colheita 23 ovinos foram sororreagentes contra Leptospira spp.
Os sorovares encontrados, em ordem decrescente de prevaléncia, foram: Bratislava
(53,17%), Grippotyphosa (26,08%), Hardjo (8,69%), Wolffi (8,69%), Australis
(4,34%), Djasiman (4,34%), Icterohaemorrhagiae (4,34%) e Panama (4,34%).

Na segunda triagem observou-se uma prevaléncia de 13,86% (14 ovinos) de
um total de 101 ovinos, apresentando 0s seguintes sorovares em ordem
decrescente de freqiéncia: Australis (71,43%), Wolffi (21,43%) e Bratislava (12,5%).
Do total de soropositivos, os ovinos foram escolhidos aleatoriamente, sendo cinco
para o grupo |, cinco para o grupo Il e quatro para o grupo V. Para os demais
grupos (I1, 1V, VI) escolheu-se também aleatoriamente 15 animais negativos ao SAM
tanto na primeira quanto na segunda triagem (Figura 2).
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Figura 1: Esquematizacdo da primeira triagem de ovinos e identificacdo dos
sorovares prevalentes no rebanho

23 Triagem
101 ovinos

Animais negativos Animais positivos
ao SAM aoSAM

87 ovinos 14 ovinos

Exclusio dos Grupo | Grupo lil GrupoV

positivosa 12 . : ;
Triagem 5 ovinos 5 ovinos 4 gvinos

Escolha de 45
ovinospara o
experimento

Grupoll Grupo IV Grupo Vi
15 ovinos 15 ovinos 15 avinos

Figura 2: Esquematizagdo da segunda triagem de ovinos (dia 0) para divisdo do
rebanho em grupos experimentais
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2.4 — Bacterinas

Foram utilizadas duas bacterinas polivalentes de bactérias mortas e
completas, uma comercial e outra autdgena. A primeira foi uma bacterina facilmente
encontrada no comércio e adquirida diretamente de seu distribuidor na cidade de
Uberlandia, MG. Nela estava presente os sorovares Bratislava, Icterohaemorrhagiae,
Hardjo, Grippotyphosa e Wolffi.

A bacterina autégena, produzida em laboratério particular, era composta por
sorovares detectados no rebanho, por exame sorolégico, em uma primeira triagem.
Os sorovares foram Australis, Bratislava, Djasiman, Grippotyphosa, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae, Panama e Wolffi. Foi necesséario solicitar ao Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) autorizagdo para fabricagdo desta,
uma vez que esta proibida no Brasil.

2.5 - Vacinacao

Os grupos | e Il foram imunizados com bacterina comercial, os grupos Il e IV
com bacterina autégena, e os grupos V e VI aplicou-se soro fisiolégico, ambos num
volume de 3 mL por animal, em duas etapas, por via subcutanea. A primeira dose,
ou primo-vacinacao, aplicada no dia 0, e uma segunda dose 30 dias apds a primo-

vacinacgao (Figura 3). A primeira imunizagao foi realizada no més de setembro de
2008, sendo a segunda dose aplicada 30 dias depois.

| ] || | 1 | I 1
Grupal Grupoll Grupollll Grupo IV Grupo V Grupo Vi
n=05 n=15 n=05 n=15 n=4 n=15

I I I I I I

Bacterina Bacterina Bacterina Bacterina Néo N&o
comercial comercial autoégena autégena vacinado vacinado

Figura 3: Esquema dos grupos experimentais
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2.6 — Colheitas de sangue

As colheitas do sangue empregado nas avaliacbes soroldgicas foram
efetuadas assepticamente na veia jugular, concomitantemente a aplicacdo da
segunda dose das bacterinas e sucessivamente a intervalos de 30 dias nos cinco
meses subsequientes a aplicagdo da segunda dose, entre 0s meses de outubro de
2008 e marco de 2009. Foram respeitadas a legislagdo e as normas de condutas

éticas na contensao e manipulagao dos animais.

2.7 — Analise estatistica

Os resultados obtidos com os exames efetuados em amostras de sangue dos
ovinos foram analisados por comparagdo das proporgdes de animais reagentes
(NARDI JUNIOR et al., 2007).

A comparacéao das proporcdes de animais reagentes foi efetuada pelos testes
nao paramétricos de Kruskall Wallis para verificar a existéncia de diferencas
significativas, a um nivel de significacia de 0,05. Utilizou-se o teste de U de Mann-
Whitney (SIEGEL, 1975; SOTO, 2006), para variaveis independentes. E o teste de
Friedman e Wilcoxon (SIEGEL,1975), para variaveis dependentes. O nivel de

significancia foi de 5% em uma prova bicaudal.

3 — Resultados e Discussao

Os dados sobre animais reagentes, sorovares mais freqlentes, e as

freqUéncias no decorrer dos meses estdo sumarizados nas Tabelas 1, 2 e 3.
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Tabela 01: Nomero de animais reagentes ao teste de SAM de cada grupo vacinal
por colheita, Uberlandia — MG, 2009

Grupos Total Dias pds vacinacao

30 60 90 120 150 180
I 05 02 05* 02 03 00 00
Il 15 05* 10* 07 07* 03 02
[l 05 01 01 00 02 01 00
v 15 03 06 01 07 07 04*
V 04 01 01 02 03 02 02
VI 15 03 05 01 05 06 02

* Presenca de titulos 1:200

Tabela 02: Sorovares detectados no teste de SAM de cada grupo vacinal por
colheita, Uberlandia — MG, 2009

Grupos Dias pés vacinacao
0 30 60 90 120 150 180

| AB HW ABH*IW*  HW BHW -- --
I -- GHIW*  ABGHIW* HIW ABGH*IW  ABI Gl

Il AW I BHW - H W -
vV -- BGlI ABGHIW G BGHIW DI H*IW*
Vv ABW IW I HIW HIW DI HIW
Vi - BI BG G GHI HIW  GHW

A: AUSTRALIS; B: BRATISLAVA; D: DJASIMAN; G: GRIPPOTYPHOSA; H: HARDJO; I
ICTEROHAEMORRHAGIAE; W: WOLFFI
* Presenga de titulos 1:200

A vacinagcdo em ovinos nao tem sido um procedimento comum, logo nao ha
registros sobre a soroconversao vacinal contra Leptospira spp. nesta espécie. Por
isso optou-se por comparar com resultados recentes de resposta vacinal em outras
espécies de ruminantes como: bovinos, bubalinos e camelideos.

Os maiores titulos alcancados apresentaram-se aos 30, 60, 120 e 180 dias
apos a primo-vacinacao, nao excedendo a diluicdo de 1:200, e somente para os
sorovares Hardjo e Wolffi. Arduino et al. (2009) e Favero et al (1997) trabalhando

com bovinos, também encontraram os maiores titulos contra estes dois sorovares,
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porém chegando a titulos bem superiores a 1:200. A maior concentracdo de ovinos
com titulos de 1:200 se deu aos 60 dias, concordando com o encontrado por Nardi
Junior et al. (2006) em bezerras bufalas, porém Arduino et al (2009) encontraram
maiores titulos aos 84 dias p6s vacinacao.

Segundo Arduino et al. (2004) dentre o0s sorovares Hardjo,
Icterohaemorragiae, Pomona e Wolffi, o sorovar Hardjo foi o que apresentou uma
melhor resposta na indugdo da produgado de aglutininas apds a vacinagao. Sendo
que o melhor esquema de vacinagcao é a aplicacao de duas doses da vacina com
intervalo de 30 dias entre elas. A instituicdo de protocolos vacinais que contemplem
revacinagbes sucessivas, no intuito de alcangar melhores indices de protecao
vacinal, principalmente para o sorovar Hardjo, deve ser feita (NARDI JUNIOR et al.,
2006).

Observou-se a uma melhor soroconversao até os 120 dias, em que, tanto as
porcentagens de animais que apresentavam titulos de anticorpos anti-Leptospira
spp., quanto o numero de sorovares que induziram resposta foram maiores,
concordando com Pugh, Wright, Rowe (1995) em |hamas, e com Arduino et al.
(2009) em bovinos.

Pode-se notar que aos 90 dias apds a primo-vacinagdao houve uma queda nos
titulos de anticorpos em todos o0s seis grupos experimentais, isso pode ser
justificado por uma deterioracdo nas condi¢cdes gerais de sanidade do rebanho,
levada pela alta pluviosidade deste periodo (dezembro de 2008), agravando os
casos de verminose, e consequentemente levando a imunossupressao dos ovinos.

Nos grupos | e lll, de animais reagentes e vacinados com vacina comercial e
autégena respectivamente, nota-se uma queda na taxa de soroconversdao dos
mesmos aos 30 dias pds primo-vacinagao contra os sorovares Australis e Bratislava.
Aos 60 dias ha um incremento na freqiéncia de animais reagentes ao SAM e nos
titulos de anticorpos (1:200) do grupo |, seguido de queda a partir dos 90 dias até se
tornarem nulos aos 150 dias. Ja no grupo lll, vacinados com bacterina autogena,
esse incremento ndo € observado se tornando estavel até uma reducdo da
prevaléncia a zero nos 180 dias pds primo-vacinagao.

O grupo controle (V), de animais positivos ndo vacinados, comportou-se de

modo semelhante ao grupo lll, apresentando queda em seus valores percentuais de



48

reagentes ao SAM na primeira coleta e se mantendo estavel por todo periodo de
coletas, porém nao houve nulidade na prevaléncia de seus animais.

A queda da porcentagem de ovinos que sofreram soroconversdao para 0s
sorovares Australis e Bratislava, observada do dia 0 para o dia 30, nos animais dos
grupos I, Il e V pode ser explicada pela protegcdo conferida pelos anticorpos
produzidos apds infecgao, levando a evasao das leptospiras para os tubulos renais
buscando se proteger do ataque imunolégico do hospedeiro (QUINN et al., 2005).
Assim que o animal se torna portador renal, os niveis de anticorpos circulantes
tendem a queda, deixando de reagir ao teste de SAM (ANDRE FONTAINE,
GARNIERE, 1990; ELLIS, 1994).

So6 foram identificadas diferengas significativas (p<0,05) entre os niveis de
aglutininas quando se comparou os diferentes grupos vacinais levando em
consideragdo cada sorovar, e para o sorovar Icterohaemorraghiae (Tabela 3).
Observou-se uma superioridade da producao de aglutininas do grupo V, de animais
positivos e ndo vacinados, quando comparado com 0s grupos de animais também
positivos e vacinados com as bacterinas comercial e autégena (I e Il
respectivamente), e o grupo IV (ovinos negativos vacinados com bacterina
autégena). Isso evidencia a continuidade da producédo de anticorpos pela infecgao
natural do sorovar Icterohaemorraghiae no grupo V, principalmente a partir do 120°

dia ap6s primo-vacinacgao, e a possibilidade de infeccdo dos demais grupos.

Para o sorovar Australis houve um pico no perfil de aglutininas aos 60 dias,
apresentando soroconversao em 40% dos ovinos do grupo |, seguido pelos grupos |l
e IV com 21,4% e 15,4% respectivamente.

O grupo I, de animais negativos e vacinados com bacterina comercial,
apresentou anticorpos para o sorovar Australis mesmo ele ndo compondo essa
bacterina. Como o grupo controle (VI), de ovinos negativos para leptospirose e nao
vacinados, ndo apresentou titulos de anticorpos para o sorovar Australis, pode-se
aventar a possibilidade de reacao cruzada entre Australis e Hardjo pela semelhanca
antigénica existente entre os dois (EMMET, SHOTTS, 1976). Os eventos de
coaglutinagbes observados neste grupo experimental envolvendo as duas

sorovariedades reforcam essa teoria.
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Tabela 3: Porcentagens de ovinos reagentes com 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias apés imunizagdo utilizando-se
duas bacterinas polivalentes (comercial e autégena) nos respectivos grupos experimentais, Uberlandia, MG, 2009

Dias

Sorovares 00 30 60 90 120 150 180

% % % % % % %
Grupo | (ovinos positivos imunizados com bacterina comercial)
Australis 80 00 40 00 00 00 00
Bratislava 20 00 20 00 20 00 00
Djasiman 00 00 00 00 00 00 00
Grippotyphosa 00 00 00 00 00 00 00
Hardjo 00 40 60 40 20 00 00
Icterohaemorrhagiae® 00 00 20 00 00 00 00
Panama 00 00 00 00 00 00 00
Wolffi 00 40 80 40 20 00 00
Grupo |l (ovinos negativos imunizados com bacterina comercial)
Australis 00 00 21,4 00 7,7 7,7 00
Bratislava 00 00 14,3 00 7,7 7,7 00
Djasiman 00 00 00 00 00 00 00
Grippotyphosa 00 71 71 00 7,7 00 00
Hardjo 00 7,7 35,7 15,4 30,8 00 00
Icterohaemorrhagiae® 00 35,7 14,3 38,5 7,7 16,6 8,3
Panama 00 00 00 00 00 00 00
Wolffi 00 14,3 57,1 23 7,7 00 00
Grupo lll (ovinos positivos imunizados com bacterina autégena)
Australis 60 00 00 00 00 00 00
Bratislava 00 00 20 00 00 00 00
Djasiman 00 00 00 00 00 00 00
Grippotyphosa 00 00 00 00 00 00 00
Hardjo 00 00 20 00 50 00 00
Icterohaemorrhagiae® 00 25 00 00 00 00 00
Panama 00 00 00 00 00 00 00
Wolffi 40 00 20 00 00 25 00
Grupo IV (ovinos negativos imunizados com bacterina autégena)
Australis 00 00 15,4 00 00 00 00
Bratislava 00 7.1 15,4 00 30,8 00 00
Djasiman 00 00 00 00 00 8,3 00
Grippotyphosa 00 71 15,4 7,7 23 00 00
Hardjo 00 00 23 00 46,1 00 7,7
Icterohaemorrhagiae® 00 7.1 7,7 00 23 54,4 23
Panama 00 00 00 00 00 00 00
Wolffi 00 00 23 00 7,7 00 7,7
Grupo V (ovinos positivos ndo imunizados)
Australis 50 00 00 00 00 00 00
Bratislava 25 00 00 00 00 00 00
Djasiman 00 00 00 00 00 33,3 00
Grippotyphosa 00 00 00 00 00 00 00
Hardjo 00 00 00 25 75 00 25
Icterohaemorrhagiae® 00 25 25 25 50 33,3 25
Panama 00 00 00 00 00 00 00
Wolffi 25 25 00 25 25 00 25
Grupo VI (ovinos negativos ndo imunizados)
Australis 00 00 00 00 00 00 00
Bratislava 00 07 20 00 00 00 00
Djasiman 00 00 00 00 00 00 00
Grippotyphosa 00 00 13,3 71 71 00 71
Hardjo 00 00 00 00 7.1 14,2 71
Icterohaemorrhagiae®® 00 21,4 00 00 21,4 28,6 00
Panama 00 00 00 00 00 00 00
Wolffi 00 00 00 00 00 28,6 71

*n<0,05
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Para o sorovar Bratislava percebem-se dois picos de producao de aglutininas,
aos 60 e 120 dias ap6s a primeira dose vacinal, porém com baixas porcentagens.
Os resultados obtidos com os animais do grupo VI, de ovinos negativos nao
vacinados, demonstra a possibilidade da produgdo de anticorpos pela infeccéao
natural no rebanho na primeira e segunda coletas (30 e 60 dias). No segundo pico,
aos 120 dias pds primo-vacinacao, observa-se soroconversao nos grupos |, Il e IV
com os valores de 20,0%, 7,7% e 30,8%, respectivamente.

O sorovar Grippotyphosa apresentou-se em ovinos com titulos maximos de
1:100 no decorrer do experimento, e apenas nos grupos Il, IV e VI, porém com
baixas porcentagens. O grupo IV obteve seu pico aos 120 dias pds primo-vacinagao
com apenas 23% dos seus ovinos reativos ao SAM. O grupo Il comportou-se
semelhantemente ao controle n&o vacinado (VI), com prevaléncias em torno dos 7%.
Favero et al. (1997) indicaram um comportamento irregular no perfil de aglutininas e
Arduino et al. (2009) identificaram soroconverséo para este sorovar até os 120 dias.
Arduino et al. (2004) avaliando anticorpos vacinais em bovinos, encontraram 0% de
soroconversao para Grippotyphosa, porém seu grupo controle de animais nao
vacinados ndo se apresentou reagente a este sorovar, o que indica a auséncia de
desafio naquele rebanho.

Considerando o sorovar Hardjo, pode-se afirmar que induziu uma razoavel
soroconversao nos ovinos alcangando titulos de 1:200 aos 60, 120 e 180 dias apos
a primeira dose vacinal nos grupos |, Il e IV, respectivamente. O grupo dos animais
positivos vacinados com bacterina comercial (l) alcangaram um anico pico no perfil
de aglutininas aos 60 dias pds primo-vacinacao, deixando de apresentar animais
reagentes ao SAM aos 150 dias ap6s aplicagéo da primeira dose vacinal.

Os grupos Il, Il e IV apresentaram dois picos vacinais, o0 primeiro aos 60 dias,
e um segundo aos 120 dias. Arduino et al. (2009) também encontraram dois picos
vacinais contra o sorovar Hardjo, porém aos 21 e 84 dias. O grupo de animais
negativos vacinados com bacterina comercial (Il) teve sua maior porcentagem de
animais reagentes aos 60 dias, alcangando 35,7% dos animais, ja o grupo IV, de
animais negativos vacinados com bacterina autégena, obteve maior porcentagem

aos 120 dias com 46,1%. Esses valores sédo baixos se comparados as respostas de
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lhamas, que quando negativas ao SAM apresentaram até 80% de animais com
aglutininas detectaveis (PUGH, WRIGHT, ROWE, 1995).

Os grupos V e VI, de controles ndo vacinados, apresentaram uma elevagao
na prevaléncia para Hardjo a partir dos 90 dias para o primeiro, € 120 dias para o
segundo grupo. Essa elevagao pode estar vinculada a infec¢do dos animais dos dois
grupos logo apés o periodo de queda nas condigdes sanitarias do rebanho devida a
alta pluviosidade e a infestagdo parasitaria que os ovinos sofreram em meados de
dezembro de 2008.

Para o sorovar Wolffi observou-se que cada bacterina induziu um diferente
perfil de aglutininas, independente da positividade ou ndo dos animais ao dia zero.
Os grupos | e Il obtiveram uma melhor soroconversao para este sorovar, alcangando
um unico pico aos 60 dias apdés primo-vacinagcdo com 80% e 57,1%
respectivamente, tornando-se nulos aos 150 dias apo6s a inoculacdo da primeira
dose vacinal. Titulos de 1:200 foram alcangados nos dois grupos, aos 60 dias para o
primeiro, e aos 30 e 60 dias no segundo grupo experimental.

O grupo lll, de animais positivos vacinados com bacterina autégena,
demonstrou-se com menor numero de ovinos que responderam a vacinagao,
apresentando pouca persisténcia na soroconversao. Pode-se observar que 30 dias
apos a vacinacao reduziu-se a zero 0 numero de animais reagentes ao SAM, mas
aos 60 dias houve um acréscimo na porcentagem de ovinos que apresentavam
aglutininas. Nota-se que houve uma neutralizagdo dos anticorpos séricos existentes
nos animais anteriormente vacinagao (FAINE et al., 1999). Outros autores também
relataram sobre este aspecto, Favero et al. (1997) em bovinos para o sorovar
Hardjo; Arduino et al. (2009) em bovinos para Hardjo e Wolffi; Pugh, Wright, Rowe
(1995) em lhamas para Hardjo; e Hill, Wyeth (1991) para o sorovar Hardjo em
alpacas.

O grupo IV também se comportou de forma pouco persistente e com baixas
taxas de soroconversdo. O grupo V, de animais positivos ndo vacinados,
demonstrou semelhantes taxas de sororreatividade ao SAM. E o grupo dos ovinos
negativos ndo imunizados apresentou ocorréncia de animais reagentes somente a
partir do 150° dia.
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Aos 90 dias pds primo-vacinacdo as prevaléncias dos grupos de ovinos
negativos e vacinados (Il e IV), que notoriamente tendiam a queda para o sorovar
Icterohaemorrhagiae, comecaram a acompanhar o aumento da prevaléncia dos
grupos controle V e VI. Isso se deve a pouca capacidade imunogénica, que a estirpe
utiizada deste sorovar nas bacterinas estudadas, possivelmente apresentava
(TABATA, 2002). Este mesmo fato ndo ocorreu para Hardjo e Wolffi, 0 que indica
uma boa protegado para esses sorovares até os 180 dias pds-vacinais. A vacinagao
contra leptospirose diminui a ocorréncia de infecgdo e transtornos reprodutivos
causados pelo sorovar Hardjo em condigbes de campo, mesmo ndo apresentando
niveis significativos de anticorpos aglutinantes (BOLIN et al., 1999). E mesmo Wolffi
ndo induzindo uma boa resposta vacinal para o grupo |V, sabe-se que este sorovar
apresenta protegéo cruzada com Hardjo (TABATA, 2002).

O sorovar Panama nao conseguiu induzir a producao de anticorpos apoés a
vacinacgao. Djasiman apresentou producéo de aglutininas somente em um animal do
grupo dos negativos vacinados com bacterina autégena, a qual continha este
sorovar, € s6 aos 150 dias pds primo-vacinacao. Porém um animal do grupo dos
positivos ndo vacinados, neste mesmo periodo, tornou-se reagente, o que pode
classificar os anticorpos deste ovino do grupo IV como advindos de infecgao natural.

As bacterinas podem nao ter induzido uma resposta soroldgica contra todos
os sorovares nela contidos devido a uma diferenga na concentragdo antigénica final
de cada sorovar, ou mesmo pela supressao da resposta antigénica causada por um
sorovar em detrimento do outro (SIDDIQUE, SHAH, 1990) além de que se pode ter
variagdes no poder imunogénico conforme a estirpe de leptospira utilizada na
producéo das bacterinas (TABATA, 2002).

Em média, os animais que apresentaram soroconversdo efetiva com titulos
acima de 1:100 foram poucos e nao ultrapassaram a diluicdo de 1:200,
apresentando baixa persisténcia dos anticorpos anti-Leptospira spp. A leptospira é
um antigeno pobre, induzindo respostas imunolégicas baixas e por um curto periodo
de tempo (SIDDIQUE, SHAH, 1990; BOLIN et al., 1991), sendo a resposta humoral
a mais importante associada a anticorpos contra dos componentes lipopolisacarides
(ISOGAI et al., 1990). Em algumas ocasides 0s animais vacinados adquirem

protecdo contra a doenga, mas nao contra a infeccdo e podem eliminar leptospiras
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via urina (ELLIS, CASSELS, DOYLE, 1986). Por isso o tratamento de animais
infectados torna-se importante, pois elimina o portador renal, evitando a manutencao
das leptospiras no ambiente (BLOOD, RADOSTITS, 1989).

As baixas persisténcia e porcentagem de animais que sofreram
soroconversao, e 0s baixos titulos alcangados por eles indicam que ovinos
respondem fracamente aos antigenos encontrados nas bacterinas utilizadas. Porém
€ sabido que em geral o uso de vacinas contra leptospirose reduz a ocorréncia da
infeccdo, a severidade dos sintomas clinicos (BOLIN, THIERMAN, HANDSAKER,
1989) e consequentemente o impacto econémico da doenga (SULLIVAN, 1974).

4. Conclusao

Houve contato e infeccdo dos ovinos durante o experimento para o sorovar
icterohaemorragiae. Ovinos apresentaram niveis de anticorpos vacinais pouco
persistentes e em baixos titulos, concentrando a fase de soroconversao até os 120
dias apos primeira dose vacinal. Hardjo e Wolffi foram os sorovares que alcancaram
maiores titulos de anticorpos, na diluigao 1:200.

A resposta vacinal obtida com a utilizacdo das duas bacterinas mostrou-se
heterogénea na proporcao de animais reagentes e niveis de anticorpos aglutinantes

frente aos sorovares incluidos na formulagao das vacinas.
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