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FREQUENCIA DE LEPTOSPIROSE EM EQUINOS DE MANAUS E REGIAO
METROPOLITANA NO ESTADO DO AMAZONAS!

RESUMO:

A ocorréncia de leptospirose é significativamente maior no clima tropical do que
nas regides temperadas, especialmente em periodos com altos niveis de chuva.
Em cavalos, a leptospirose pode variar de aguda a assintomatica, mas estes
animais podem desempenhar um papel importante na transmissao da
leptospirose por meio da eliminacdo do agente no ambiente. Em relacdo aos
equinos, entre os anos de 2004 e 2013, o rebanho Amazénico aumentou 30%.
Assim, o objetivo do estudo foi determinar a frequéncia soroldgica de
leptospirose em cavalos pertencentes a Manaus e regidao metropolitana, estado
do Amazonas, Brasil, bem como, determinar os principais sorogrupos envolvidos
nas infeccdes desses animais. Dessa forma, durante o periodo compreendido
entre agosto de 2018 e julho de 2019, foram colhidos soros de 198 cavalos para
avaliacdo sorolégica através do teste de microaglutinacdo microscopica,
utilizando-se um painel contendo dez sorogrupos. Como resultado, observou-se
que 92 animais (46,46%) testaram positivos para um ou mais sorovares de
Leptospira spp., com maior prevaléncia dos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e
Pyrogenes. Portanto, com o aumento do rebanho equino na regido e,
conseguentemente, maior interacao entre criadores e animais, a identificacdo de
reagentes para pelo menos um sorovar de Leptospira spp. alerta para a possivel
existéncia de reservatorios de cepas patogénicas para outros animais e seres

humanos.

Palavras-chave: Amazonas. Regido metropolitana. Epidemiologia. Equino.

Leptospira.

1 Artigo completo publicado (APENDICE): SOUSA, I. K. F.; SILVA, R. L. C.; SOUSA, R. S;
VIEIRA, C. E.; MELO, S.; QUEVEDO, G. P.; VON LAER, A. E.; LOVATO, L. T.; TONIN, A. A.
Frequency of leptospirosis in horses in Manaus and metropolitan region in Amazonas State,
Brazil. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v. 57, n. 4, p. 1-7, 2020.



ABSTRACT:

The occurrence of leptospirosis is significantly higher in the tropical climate than
in temperate regions, especially in periods with high rainfall levels. In horses,
leptospirosis can range from acute to asymptomatic but maintains an important
role in the transmission of leptospirosis by eliminating the agent in the
environment. Regarding horses, the Amazonas herd increased by 30% between
2004 and 2013. Thus, the study aimed to determine the serological frequency of
leptospirosis in horses in Manaus and metropolitan regions, in the State of
Amazonas, Brazil as well as to assess the main serogroups involved in the
infections of these animals. For this purpose, from August 2018 to July 2019,
serum from 198 horses was evaluated through the microscopic agglutination test
with a panel of 10 serogroups. As a result, 92 horses (46.46%) were found to be
positive for one or more Leptospira serovars, with the highest prevalence of
serogroups Icterohaemorrhagiae and Pyrogenes. Therefore, with the increase in
the equine herd in the region and, consequently, greater interaction between
breeders and animals, the identification of reagents to at least one serovar of
Leptospira spp. signals the possible existence of reservoirs of pathogenic strains

for other animals and man.

Keywords: Amazonas. Metropolitan region. Epidemiology. Equine. Leptospira.
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1 INTRODUCAO

O Estado do Amazonas detém um rebanho de 15.479 equinos, com
aumento de 30% entre os anos de 2004 e 2013. O crescimento ocorreu em todos
os estados da regido Norte, com taxas entre 0,57% no Par4 e 98% no Acre. No
entanto, esta taxa diverge de estados tradicionais na criacdo de equinos, a
exemplo de Minas Gerais, Bahia e S&o Paulo, que no mesmo periodo
apresentaram diminuicdo do numero efetivo de animais em seus rebanhos
(BRASIL, 2016).

O municipio de Manaus, capital do estado do Amazonas, apresenta clima
tropical umido, com temperatura média acima de 22°C, e chuva abundante
durante todo o ano, sendo mais frequente no inverno regional que compreende
o periodo de janeiro a abril. As condigbes ambientais, clima Umido e tropical,
altas temperaturas e periodos de chuvas fortes, bem como a presenca de
roedores e areas sem saneamento e coleta inadequada de lixo, apresentam uma
estrutura ecoldgica e sanitaria favoravel a sobrevivéncia de bactérias do género
Leptospira, e consequentemente, a ocorréncia da leptospirose, doenca
infecciosa aguda que afeta seres humanos e animais (HOMEM et al., 2001). Sua
transmissao ocorre em humanos por meio do contato com a urina de animais
silvestres ou domésticos infectados por esse microrganismo (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010).

A presenca de espécie susceptivel em uma regido com condices
ambientais favoraveis a ocorréncia de leptospirose ja justifica a necessidade de
estudos de soroprevaléncia da enfermidade na populacdo humana e animal,
principalmente por se tratar de uma zoonose com alta taxa de mortalidade entre
humanos.

Considerando as informacdes sobre o aumento do niamero de equinos
gue vivem em areas urbanas do municipio de Manaus, destinados as atividades
de lazer, trabalho e esporte, e 0 consequente contato diario de pessoas com
esses animais, seja no manejo, treinamentos ou sessdes de equoterapia, temos
argumentos que aponta, para o aumento no risco de exposi¢cao e contaminacao
de seres humanos e demais animais susceptiveis.

Na Regido Norte, os trabalhos com soroprevaléncia de leptospirose em
animais sao escassos, especialmente no estado do Amazonas, apontando a

necessidade de apoio e incentivo a realizacdo de estudos sobre esse tema.
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Neste contexto, torna-se indispensavel o conhecimento da prevaléncia de
doencas infecciosas bem como a leptospirose, que causa impacto econémico
negativo nos sistemas de producdo de equinos, sendo principalmente
relacionadas a perdas reprodutivas, e risco a saude publica, por seu carater

zoondbtico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agente etiologico

A palavra "Leptospira” deriva do grego leptos (finos) e do latin spira
(enrolado). As leptospiras medem cerca de 0,1 um, de diametro e variam de 6 a
20 ym de comprimento. As células tém extremidades pontiagudas, uma ou
ambas, as quais formam um gancho caracteristico. A motilidade da bactéria é
conferida através da rotacdo de duas flagelas axiais subjacentes & membrana,
que sao inseridas em extremidades opostas da célula e estendem em dire¢éo a
regido central (GOLDSTEIN; CHARON, 1988).

A estrutura geral da Leptospira spp. assemelha-se a de bactérias gram-
negativas devido a presenca de lipopolissacarideo (LPS) incorporado ao folheto
externo de sua membrana externa, além disso, contém peptidoglicano em sua
membrana interna e espaco periplasmatico (ADLER, 2014).

O género Leptospira € classificado em duas espécies, sendo elas: L.
interrogans e L. biflexa, patogénica e ndo patogénica, respectivamente. Além
disso, € valido ressaltar que existe uma classificacdo de espécies definidas por
seu grau de relacdo genética, determinado pela reassociacdo do DNA.
Atualmente, tém-se 14 espécies nomeadas, sendo que, dentro de cada espécie
h& um grande nimero de sorovares, cerca de 250 sorovares de leptospiras
patogénicas foram descritos. E valido ressaltar que a especificidade de cada
sorovar € conferida pela membrana de lipopolissacarideo (LPS) (LEVETT,;
HAAKE, 2010).

2.2 Leptospirose e Saude Publica

A leptospirose caracteriza-se como uma enfermidade infectocontagiosa
gue acomete animais domésticos, selvagens e o homem. A doenca é
considerada uma zoonose bacteriana com grande difusdo mundial,
especialmente na América Latina, com taxas de letalidade que variam entre 5 e
20% (CASTRO, 2010).

Segundo Haake & Levett (2015), a gravidade da doenca € dependente de
trés fatores, sendo eles: condicbes epidemioldgicas da regido, susceptibilidade
do hospedeiro e a viruléncia do patdégeno.
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Em humanos, a leptospirose é sempre adquirida a partir de uma fonte
animal, a transmissdo entre humanos pode ser considerada inexistente,
caracterizando a doenca como uma zoonose. Leptospiras patogénicas
sobrevivem nos tubulos renais proximais dos rins de portadores, mas outros
tecidos e orgdos também podem servir como fonte de infec¢cdo. Uma vez
colonizando os rins, as leptospiras sdo excretadas na urina e podem contaminar
o solo, aguas superficiais, corregos e rios. As infeccdes de animais ou humanos
ocorrem a partir do contato direto com a urina ou indiretamente da agua
contaminada (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Vasylieva et al. (2017) afirma que os animais de fazenda e pequenos
mamiferos séo reservatérios paralelos responséaveis pela introducao da infeccao
nos seres humanos através do meio ambiente.

O principal reservatério no ambiente urbano sdo os roedores
sinantropicos (Rattus norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus) sendo o R.
norvegicus o principal portador da Leptospira interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae, a mais patogénica ao ser humano. J4 no meio rural o
contato com os animais predispbe ao risco de infecgdo por Leptospira spp.
devido a aproximacdo e manipulagdo de tecidos animais (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010).

Especialistas estimam que anualmente cerca de 1,03 milhdo de pacientes
e 58.900 mortes sdo registradas devido a leptospirose. Observa-se a maior
incidéncia e mortalidade no Sul e Sudeste da Asia, Oceania, América Latina e
Africa Oriental (COSTA et al., 2015).

No Brasil a doenca é considerada endémica em todas as unidades da
federacao e epidémica principalmente em periodos chuvosos. Em Manaus, entre
0s anos de 2000 e 2010 foram notificados 665 casos de leptospirose em
humanos, 339 confirmados, e taxa de letalidade de 10,3% (n=35). O maior
namero de casos ocorreu no periodo de intensas chuvas, que compreende 0s
meses de maio, marco e abril. Os casos estdo associados a condicbes
socioambientais precarias, como auséncia de saneamento basico (JESUS et al.,
2012; SILVA et al., 2016).
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2.3 Leptospirose em equinos

Pesquisas realizadas na Ultima década no Brasil demonstram grande
variacao na soroprevaléncia da leptospirose em equinos. A prevaléncia no pais
varia entre 45 e 74,1%; 8 e 62,5%; 79,3 e 100%; 17,9 e 71,9% e 60 e 87,1% nas
Regides Centro Oeste, Nordeste, Norte, Sudeste e Sul, respectivamente
(RIBEIRO, 2015).

Nas regifes endémicas as formas aguda e subclinica de leptospirose sdo
comuns nas infecgbes em equinos. Além disso, a infeccdo é mais frequente do
que a doenca clinica. A leptospirose acarreta sério impacto negativo na
equinocultura, incluindo perdas devido a abortos. Outras manifestacdes clinicas
da infeccéo incluem a disfuncao renal, disfuncdo hepatica e uveite recorrente,
que é considerada a maior causa mundial de perda de visdo em equinos
(ARTIUSHIN et al., 2012; HAMOND et al., 2012; POLLE et al., 2014).

A fonte de infeccdo é um animal infectado que contamina o pasto, a agua
e os alimentos com urina infectada, fetos abortados e secrecdes uterinas. Uma
vez no ambiente, as leptospiras podem sobreviver por varias semanas em
condicGes favoraveis, que € um ambiente preferencialmente Umido. A porta
usual de entrada da bactéria € pela penetracdo em membrana mucosa e pele,
mas ocasionalmente pode ocorrer também via inalagéo e ingestédo, sendo que o
resultado da exposicdo dependerd da dose, viruléncia e susceptibilidade do
hospedeiro (MEGID; RIBEIRO; PAES, 2016).

Os equinos podem ter um papel importante na transmissdo da
leptospirose pela eliminacdo do agente no ambiente. Mesmo com uma alta
concentracéo de anticorpos no hospedeiro, a Leptospira spp. pode sobreviver e
se multiplicar, sendo eliminadas na urina pelos equinos por pelo menos 30 dias
pos-inoculacao ou até por 2-3 meses (HAMOND et al., 2013).

A umidade presente no solo sdo os fatores mais importantes para a
permanéncia e persisténcia do agente no solo, o qual pode viver até 183 dias
em solo umido, mas sobrevive apenas 30 minutos quando este esta seco. Em
solo em condicbes médias a sobrevivéncia provavel do organismo € de no
minimo 42 dias. A sobrevida € maior em agua parada do que em agua corrente.

Apesar disso, existem relatos de sobrevivéncia do agente em agua corrente
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durante um periodo de até 15 dias (RADOSTITS et al., 2007; MEGID; RIBEIRO;
PAES, 2016).

2.3.1 Sinais Clinicos e Alteracfes Laboratoriais

Os sinais clinicos mais visiveis da leptospirose em equinos sao: febre
moderada acompanhada de anorexia. Nos casos mais graves, expanséo da
conjuntiva, aparecimento de petéquias nas mucosas, hemoglobindria, anemia,
ictericia, depresséo e fraqueza durando de 5 a 18 dias. Neonatos infectados no
Utero podem apresentar severos sinais clinicos com risco de 6bito (RADOSTITS
et al., 2007; SMITH, 2014).

De 2 a 8 meses depois do inicio da infec¢do, alguns equinos podem
desenvolver oftalmia periddica, inflamacao da iris, uveite e cegueira noturna. A
uveite recorrente (oftalmia periddica) tem sido reconhecida como uma sequela
da leptospirose tanto em pacientes equinos como em pacientes humanos. Em
equinos a uveite tem sido descrita apds a infeccao natural e experimental. Esta
condicao pode ocorrer meses ou anos apos a infec¢cdo, embora alguns casos
possam ser agudos. Os sinais da uveite recorrente incluem miose,
blefaroespasmo, fotofobia e ocasionalmente ceratite. Cronicamente podem
existir corioretinite e alteracao da cor da iris (RADOSTITS et al., 2007; SMITH,
2014; MEGID; RIBEIRO; PAES, 2016).

A avaliacdo laboratorial pode revelar leucocitose, hiperfibrinogenemia,
azotemia e isostenuria (RADOSTITS et al., 2007). Provas bioguimicas devem
ser utilizadas para o diagnéstico de alteracdes renais e hepaticas induzidas pela
leptospirose (PESCADOR et al., 2004).

2.3.2 Diagndstico

O diagnéstico da infeccdo por Leptospira spp., nos seres humanos e
animais, é realizado por métodos laboratoriais diretos e indiretos. Os métodos
diretos de diagndstico da leptospirose sdo compostos pelo isolamento do agente
e identificacdo de antigenos de Leptospira spp. em tecidos e fluidos corporais
usando como métodos de identificacdo a imunofluorescéncia,
imunohistoquimica e varios métodos de rea¢do em cadeia de polimerase (PCR).

Ja, os métodos indiretos sdo baseados na deteccdo de anticorpos especificos,
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com discriminacdo de sorovares. Dentre as principais técnicas indiretas,
podemos destacar o0 ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA),
imunofluorescéncia indireta e testes de aglutinacdo, como por exemplo, o teste
de soroaglutinagdo microscopica (SAM). A Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) utiliza como referéncia internacional o SAM, cuja metodologia se
encontra descrita no Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals (OIE, 2014).

A identificagcdo dos sorovares envolvidos nas reacdes positivas de
aglutinacdo determina as ag0es de profilaxia e o controle da leptospirose em
equinos que poderdo indicar a origem e 0s potenciais reservatorios dos
sorovares e, portanto, as acdes indicadas para a reducdo da contaminacéo
ambiental e da exposicdo de equinos aos fatores associados a infecgéo por
Leptospira spp. (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; PINNA, 2011).

2.3.3 Prevencéo e Controle

Haake & Levett (2015) afirmam que as estratégias de prevencdo da
leptospirose humana e animal s&o baseadas em questdes como:
conscientizacdo sobre a doenca, conhecimento a respeito da epidemiologia e
dos mecanismos de transmisséo. Dessa forma, uma vez que a epidemiologia
local e os riscos de transmissdo tenham sido definidos, € possivel reduzir
consideravelmente o risco, bem como a realizacdo de implementacdo de
medidas protetivas a exemplo de imunizacdo e quimioprofilaxia.

E valido ressaltar que tanto em animais quanto em humanos as vacinas
devem consequentemente conter 0S mesmoOS sorovares presentes nas
populacdes a serem imunizadas, enfatizando a importancia da realizacdo de
levantamentos soroldgicos com o intuito de se conhecer a prevaléncia dos
sorovares em determinadas espécies animais e regido (LEVETT, 2001). A
imunizagdo em humanos, principalmente em profissionais com risco
ocupacional, é feita na Europa e Asia, por meio de vacinas inativadas (HAAKE
& LEVETT 2015).

Aléem disso, o controle de roedores, quarentena, exame constando
soronegatividade, esquemas de vacinacdo eficiente, técnicas de drenagem e

canalizagdo de cursos de &gua sdo medidas eficientes para evitar a
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disseminacgédo da infeccdo por Leptospira spp. em um haras. Assim como, a
destinacao correta de esgotos, excretas, restos placentarios e de abortamento,
higienizacdo de benfeitorias e de equipamentos zootécnicos auxiliam no controle

e prevencao da leptospirose (NETA et al., 2016).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

» Determinar a frequéncia de equinos soropositivos para leptospirose no

municipio de Manaus.
3.2 Objetivos Especificos
* Identificar os sorogrupos prevalentes no municipio de Manaus;

* Verificar alteracdes hematologicas em equinos soropositivos no municipio

de Manaus.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e periodo

O estudo foi realizado em Manaus, capital do estado do Amazonas,
durante o periodo compreendido entre agosto de 2018 a julho de 2019. A area
do estudo é caracterizada por clima tropical, quente e imido, com temperatura
média anual variando entre 23,4 e 31,9°C e umidade relativa do ar em torno de
80%, com média anual de precipitacdo de 2.301,2 mm. Embora o periodo
chuvoso ocorra durante todo do ano, o volume de chuva é mais abundante entre
0s meses de janeiro a abril, e o periodo de cheia do rio Negro na altura de
Manaus ocorre entre o periodo de maio a agosto, sendo mais frequentes em
junho e julho (BRASIL, 2018).

4.2 Animais

Foram utilizados 198 animais, provenientes de 17 propriedades
localizadas em Manaus, capital do estado do Amazonas, e sua regiao
metropolitana, pertencente a regido Norte do Brasil. Ndo houve predominio de
raca, sexo ou idade. Todos os animais eram garanhdes, criados em um sistema
misto (no campo durante o dia e alojado a noite). Para obtencdo de uma
cobertura mais ampla e amostragem representativa da localizacdo optou-se por
ndo selecionar raca, sexo ou idade média. E valido ressaltar que nenhum dos

animais havia sido vacinado contra leptospirose.

4.3 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de sangue a partir da venopunc¢éo da jugular
externa com auxilio de tubos vacutainer®. Para realizacdo de anadlises
hematoldgicas, as amostras foram coletadas em tubos de ensaio individuais
contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), resfriados a 4 °C, a analise
foi executada em um periodo maximo de 12 horas apés a coleta. Para separacao
de soro, as amostras de sangue (em tubos de ensaio sem anticoagulante) foram
centrifugadas em 1.000g x 15 minutos, seguido por aliquotacdo individual em
microtubos eppendorf® e congelados a - 20 °C para realizagéo da sorologia

subsequente.
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Figura 1. Venopuncéo da jugular externa em equino.
Fonte: Rebeca Silva (2019).

Figura 2. Centrifugacao das amostras coletadas.
Fonte: Rebeca Silva (2019).
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Figura 3. Preparacéo de capilares para obtencdo dos
valores de hematdcrito.
Fonte: Rebeca Silva (2019).

Figura 4. Amostras de soro pds centrifugacéo.
Fonte: Rebeca Silva (2019).
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4.4 Diagnostico Sorologico

O diagndéstico sorolégico da leptospirose foi realizado no Laboratério de
Diagndstico leptospirose na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As
amostras de soro foram testadas para anticorpos anti-Leptospira a partir do teste
de soroaglutinacdo microscopica (SAM) (COLE et al.,, 1973; GALTON et al.,
1965), usando antigenos vivos cultivados em meio liquido Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) livres de contaminagdo ou auto-
aglutinacdo, como recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (2012).

Um painel completo de dez sorogrupos (incluindo 13 sorovares de
referéncia) foram usados como antigenos de teste: sorogrupo Sejroe (sorovares
Hardjo [subtipo Hardjo-prajitno] e Wolffi), sorogrupo Grippotyphosa (sorovar
Grippotyphosa), sorogrupo Canicola (sorovar Canicola), sorogrupo
Icterohaemorrhagiae (sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni),
sorogrupo Australis (sorovares Australis e Bratislava), sorogrupo Pomona
(sorovar Pomona) e sorogrupo Autumnalis (sorovar Butembo), sorogrupo
Pyrogenes (sorovar Pyrogenes), sorogrupo Ballum (sorovar Ballum) e sorogrupo
Tarassovi (sorovar Tarassovi).

As amostras de soro diluidas foram adicionadas em série as suspensodes
vivas de leptospiras, 13 sorovares, em placa de microtitulacdo (96 pocgos) e
incubadas a temperatura ambiente por 2 a 4 horas. A presenca ou auséncia de
aglutinacdo foi examinada usando microscopia de campo escuro a 100 x
ampliacdo. Os titulos foram calculados com base na maior diluicdo sérica que
aglutinou ao menos 50% das leptospiras, para cada sorovar utilizado (COLE et
al., 1973; GALTON et al., 1965).

4.5 Analise Hematologica

Para determinar o fibrinogénio, a técnica de precipitacdo térmica descrita
por Schalm (1970) foi empregada, fazendo-se uso da refratometria. Quanto ao
hematdcrito, este foi avaliado através da técnica de microcentrifugacéo. Baseado
em valores de hematocritos e concentragdo de fibrinogénio, os animais foram
classificados como anémicos (hematdcrito <32%), limite inferior (hematocrito 32-
33%) e ndo anémicos (hematdcrito 234%), com hiperfibrinogemia (fibrinogénio

>400 g/dL) e fibrinogénio normal (fibrinogénio <400 g/dL).
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4.6 Analise de dados

Os dados foram analisados utilizando o software Excel 2016® para a
preparacao de planilhas, sendo apresentado com a sua distribuigcdo absoluta e

relativa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a partir de 198 cavalos
avaliados, 92 foram positivos para um ou mais sorovares de Leptospira, o que
representa 46,46% do total de animais estudados. Houve uma alta frequéncia de
animais reagentes aos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes, como

pode ser observado na tabela 1.

A tabela 2 traz os resultados do hematdécrito e fibrinogénio, onde 19
(20,65%) animais soropositivos apresentaram anemia, enquanto 14 (15,22%)
apresentaram-se no limite inferior de hematdcrito. Ainda assim, 15 (16,30%) dos
animais soropositivos apresentaram hiperfibrinogénese.

Tabela 1 — Titulos de anticorpos para sorogrupo e sorovares de Leptospira spp.
em cavalos no Estado do Amazonas, Brasil. Coleta de sangue realizada durante

o periodo de agosto de 2018 a julho 2019.
Sorogrupo Sorovar 100 200 400 800  Ne°de animais

ICT ICT 35 10 1 - 46
COP 9 9 1 - 19
PYR PYR 20 18 5 1 44
BAL BAL 10 7 2 - 19
TAR TAR 5 8 3 - 16
CAN CAN 10 3 1 - 14
AUS AUS 3 2 - - 5
BRA 1 - - - 1
SEJ HAR - 2 1 - 3
WOL 1 - 1 - 2
GRI GRI 1 1 - - 2
Total 95 60 15 1

FONTE: SOUSA (2020).

Obs. AUS: Australis; BAL: Ballum; BRA: Bratislava; CAN: Canicola; COP: Copenhageni; GRI:
Grippotyphosa; HAR: Hardjo-prajitno; ICT: Icterohaemorrhagiae; PYR: Pyrogenes; SEJ: Sejroe;
TAR: Tarassovi; WOL: Wolffi
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Tabela 2 — Valores de hematdcritos e avaliagdo do fibrinogénio em cavalos com
soroaglutinacdo positiva e negativa para Leptospira spp. em Manaus — AM.

Soroaglutinagéo Soroaglutinacéo
Animais Positiva Negativa Total
Anémico (<32%) 19 25 44
Limitrofe (32-33%) 14 18 32
N&o Anémico (=34%) 59 63 122
Hiperfibrinogenemia 15 17 32
Fibrinogénio Normal 77 89 166

FONTE: SOUSA (2020).

Pesquisas realizadas na ultima década no Brasil mostraram grande
variagdo na soroprevaléncia da leptospirose em cavalos. A prevaléncia nas
diferentes regides do Brasil varia entre 45 e 74,1% (Centro-Oeste), 8 e 62,5%
(Nordeste), 79,3% e 100% (Norte), 17,9 e 71,9% (Sudeste) e 60 e 87,1% (Sul)
(RIBEIRO, 2015).

Dos 198 animais testados, 40 apresentaram aglutininas anti-leptospira
positivas para apenas um sorovar, 16 para Icterohaemorrhagiae (40%), 15 para
Pyrogenes (37,5%), dois para Copenhageni (5%), dois para Ballum (5%), trés
para Tarassovi (7,5%) e dois para Canicola (5%), enquanto 0os outros animais
positivos (52) apresentaram coaglutinagéo, o que poderia ser infec¢cado por mais
de um sorovar ou reagdes cruzadas entre sorovares (LEVETT, 2001).

Em estudo realizado no estado do Para, das 37 amostras de soro
avaliadas, 100% (37/37) mostraram uma reag¢ao contra um ou mais sorovares
de Leptospira spp. Apenas o sorovar Copenhageni ndo reagiu com qualquer uma
das amostras testadas (MORAIS et al., 2010).

Um estudo de pesquisa e analise soroldgica realizado com cavalos no Rio
Grande do Sul (2003) constatou que em 1.169 amostras analisadas, 871
(74,51%) eram reagentes e 298 (25.49%) n&o reagiram com 0S sorovares
testados. Os sorovares prevalentes foram: Bratislava (19,92%), seguido por
Copenhageni (15,06%), (PIRES et al, 2005), enquanto no estado de
Pernambuco, a analise soroldgica de 100 equinos demonstrou a prevaléncia de
sorovares Patoc (35,71%), Butembo (32,14%) e Sentot (14,20%) (ALVES et al.,
2016). Estes estudos corroboraram parcialmente com os resultados alcancados
por Pires et al. (2005), onde observou-se a predominancia soroldgica do

sorogrupo Icterohaemorrhagiae (que inclui o sorovar Copenhageni). Por outro
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lado, o resultado sorolégico principal esta relacionado ao sorogrupo Pyrogenes,
onde observam-se diferencas quando comparados com 0s outros estudos
mencionados acima. Isso atrai atencdo a variagcdo epidemioldgica da
leptospirose em todo o territério brasileiro.

L. interrogans sorotipo Icterohaemorrhagiae, pertencente ao sorogrupo
Icterohaemorrhagiae possui 0s roedores sinantropicos como seu principal
hospedeiro de manutencéo, além de outros ndo sinantrépicos como o porco-da-
india brasileiro (MONTE et al., 2013) e capivaras (LANGONI et al., 2016). O
sorovar Icterohaemorrhagiae tem sido descrito como 0 mais prevalente em
cavalos em diversos estudos soroepidemiolégicos no Brasil, como descreveu
Lilenbaum (1998) no Estado do Rio de Janeiro; Favero et al. (2002) em animais
de diferentes regides brasileiras; Langoni et al. (2004) nos Estados de S&o Paulo,
Goias e Mato Grosso do Sul; e Hashimoto et al. (2007) no Estado do Parand, o
gue corrobora com estes resultados.

E importante enfatizar que Icterohaemorrhagiae € o sorovar mais
frequente encontrado em cavalos e um dos principais sorovares responsaveis
pela maioria das infec¢cdes em humanos observadas em areas urbanas em todo
o mundo (FARIA et al., 2008). Pode-se notar que 0 aumento na ocorréncia deste
sorovar justifica o assentamento de praticas especiais para o controle de
roedores em fazendas (MEGID et al., 2016).

O sorovar Pyrogenes, pertencente ao sorogrupo Pyrogenes, tem baixa
prevaléncia em cavalos de outras regides do Brasil. No entanto, no Para
(MORAIS et al., 2010), assim como neste estudo, observou-se alta prevaléncia
de Pyrogenes, 0 que pode sugerir a manutencdo deste sorovar por outros
animais domeésticos ou animais silvestres que vivem na regido amazonica. O
sorovar Pyrogenes foi isolado pela primeira vez no Brasil de mamiferos
selvagens (Nectomys squamipes) em areas proximas a Sao Paulo (SANTA
ROSA et al.,, 1980) e posteriormente detectado em caes de varios estados
(AGUIAR et al., 2007; MAGALHAES et al., 2006; QUERINO et al., 2003). Na
regido amazoénica, um estudo sorologico envolvendo cdes do municipio de
Monte Negro (RO) mostrou que o sorovar Pyrogenes foi o segundo mais
prevalente nesta espécie (AGUIAR et al., 2007), o que pode sugerir a

transmissdo deste sorovar entre caes e cavalos nesta regido.
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Além da participacdo na cadeia de transmissdo, € importante
correlacionar a sororreatividade com sinais clinicos, ou mudancas nos padrées
fisiologicos dos animais. Nesse sentido, dentro do grupo soropositivos (92
animais), 19 apresentaram anemia, com hematdécrito entre 27-31%, 14 com
hematdcrito limitrofe entre 32-33%, e 59 animais com hematdcrito normal com
valores variando de 34 a 52%.

Embora a soropositividade dos animais para Leptospira spp. nao
necessariamente indigue que o animal tenha um quadro clinico agudo da
doenca, mas que em algum momento de sua vida ele teve contato com as
bactérias, nas formas mais graves, pode-se observar: anemia,
hiperfibrinogenemia, petéquias hemorragicas na mucosa, ictericia, lesfes
hepaticas, hematuria, hemoglobindria, leucocitose com neutrofilia ou linfocitose,
azotemia, isostenuria, depressédo geral, sinais neuroldgicos, insuficiéncia renal
(principalmente em potros) e morte (DONAHUE, 1995; LILENBAUM, 1998;
PINHEIRO et al., 1985; RADOSTITS et al., 2007). Baseado nisso, a presenca de
anemia e proteina de fase aguda (fibrinogénio) foi avaliada para verificar a saude
dos equinos.

A leptospirose provoca anormalidades clinicas que podem levar a
mudancas significativas no quadro hematoldgico e outros achados laboratoriais.
A contagem de eritrocitos diminuida, baixa concentracdo de hemoglobina e
linfécitos sdo achados comuns de laboratério (TONIN et al., 2012). Leucocitose,
neutrofilia, eosinopenia, e linfopenia, juntamente com alta concentracdo de
bilirrubina sérica também foram relatados em leptospirose equina (PINNA et al.,
2010).

A avaliacédo laboratorial de animais afetados por leptospirose pode revelar
hiperfibrinogenemia. Em relacdo a este parametro, entre os animais positivos
para Leptospira spp., 15 apresentaram hiperfibrinogenemia, com 60% dos casos
tendo o envolvimento de sorovar Pyrogenes isolados ou em coaglutinagédo. Ao
contrario de nossos resultados, relativos aos niveis de anemia e fibrinogénio, em
um estudo sorologico em cavalos, Farias (2019) mostrou que néo havia diferenca
na contagem sanguinea, concentracdo de fibrinogénio, e bioquimico entre

animais soropositivos e soronegativos para Leptospira spp.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no estudo, pode-se afirmar que houve
alta frequéncia de soropositividade para Leptospira spp. em cavalos no estado
do Amazonas, Brasil, indicando a existéncia de uma alta frequéncia de reacédo
aos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes.

Além disso, observou-se que grande parte dos animais que apresentaram
hiperfibrinogenemia foram soropositivos para o sorogrupo Pyrogenes, isolado ou
em coaglutinacao.

Sendo assim, com o aumento do rebanho equino na regido e,
conseguentemente, maior interacao entre criadores e animais, a identificacéo de
sorogrupos reagentes de Leptospira spp. sinaliza a possivel existéncia de

reservatérios e de cepas patogénicas para outros animais e para o homem.
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ABSTRACT

The occurrence of leptospirosis is significantly higher in the tropical climate than in temperate regions, especially in
periods with high rainfall levels. In horses, leptospirosis can range from subclinical to asymptomatic but maintains
an important role in the transmission of leptospirosis by eliminating the agent in the environment. Regarding horses,
the Amazonas herd increased by 30% between 2004 and 2013. Thus, the study aimed to determine the serological
prevalence of leptospirosis in horses in Manaus and metropolitan regions, in the State of Amazonas, Brazil as well as to
assess the main serogroups involved in the infections of these animals. For this purpose, from August 2018 to July 2019,
serum from 198 horses was evaluated through the microscopic agglutination test with a panel of 10 serogroups. As a
result, 92 horses (44.46%) were found to be positive for one or more Leptospira serovars, with the highest prevalence
of serogroups Icterohaemorrhagiae and Pyrogenes. Therefore, with the increase in the equine herd in the region and,
consequently, greater interaction between breeders and animals, the identification of reagents to at least one serovar of
Leptospira spp. signals the possible existence of reservoirs of pathogenic strains for other animals and man.
Keywords: Amazonas. Metropolitan region. Epidemiology. Equine. Leptospira.

RESUMO

A ocorréncia de leptospirose ¢ significativamente maior no clima tropical do que nas regides temperadas, especialmente
em periodos com altos niveis de chuva. Em cavalos, a leptospirose pode variar de subclinica a assintomatica, mas estes
animais podem desempenhar um papel importante na transmissao da leptospirose por meio da eliminagio do agente no
ambiente. Em relagdo aos cavalos, entre os anos de 2004 ¢ 2013, o rebanho Amazonico aumentou 30%. Assim, o objetivo
do estudo foi determinar a prevaléncia sorologica de leptospirose em cavalos em Manaus e regido metropolitana, estado
do Amazonas, Brasil, bem como, determinar os principais sorogrupos envolvidos nas infecgoes desses animais. Para este
proposito, entre agosto de 2018 e julho de 2019, foram colhidos soros de 198 cavalos para serem avaliados sorologicamente
com o teste de microaglutinag¢ido microscépica, utilizando-se um painel de dez sorogrupos. Como resultado, observou-se
que 92 cavalos (44,46%) foram positivos para um ou mais sorovares de Leptospira, com maior prevaléncia dos sorogrupos
Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes. Portanto, com o aumento do rebanho equino na regido ¢, consequentemente, maior
interagio entre criadores e animais, a identificacao de reagentes para pelo menos um sorovar de Leptospira spp. alerta
para a possivel existéncia de reservatérios de cepas patogénicas para outros animais e seres humanos.
Palavras-chave: Amazonas. Regido metropolitana. Epidemiologia. Equino. Leptospira.
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Introduction

Between the years of 2004 and 2013, the herd of horses
in the State of Amazonas increased by 30%, resulting in a
herd of 15,479 equines at the end of the evaluated decade. In
the same period, growth occurred in all states in the North
region of Brazil, with rates between 0.57% in Pard and 98%
in Acre. However, this rate differs from traditional states
in equine breeding, such as Minas Gerais, Bahia, and Sao
Paulo, which, in the same period, showed a decrease in the
effective number of animals in their herds (Brasil, 2016).

The occurrence of leptospirosis is significantly higher
in the tropical climate than in temperate regions (such
as the Amazonas), mainly due to the higher survival of
leptospires in a warm and humid environment, with elevated
levels of rainfall and neutral or slightly alkaline soil. These
characteristics can result in epidemic outbreaks due to
increased exposure to water contaminated with urine or
tissues from infected animals (Levett, 2001).

Inhorses, leptospirosis can be subclinical or asymptomatic,
and fever, anorexia, jaundice, uveitis, abortions, or premature
births can also be observed (Hong et al,, 1993; Hunter & Herr,
1994; Timoney etal., 2011; Yan etal,, 2010). Besides, horses
have an important role in the transmission of leptospirosis by
eliminating the agent in the environment. Even with a high
concentration of antibodies in the host, Leptospira spp. can
survive and multiply in kidney tubules, being eliminated in
the urine by the species for at least 30 days post-inoculation
or even for 2-3 months (Hamond et al,, 2013).

The presence of susceptible animal species in regions
with favorable environmental conditions for leptospirosis
justifies the need for studies of seroprevalence in human
and animal populations (Jesus etal., 2012; Silva et al,, 2016).

2/7

Besides, there was an increase in the number of horses living
in urban areas of Manaus and metropolitan regions, animals
that are being used for leisure, work, and sports activities.
As a consequence, frequent contact between people and
animals, whether in handling, training, or riding therapy
sessions, increases the risk of exposure and contamination
of humans and other susceptible animals.

In this context, it is essential to know the occurrence
of infectious diseases such as leptospirosis, which causes a
negative economic impact on equine production systems,
such as reproductive losses, and public health risk, due
to its zoonotic character. Thus, the present investigation
aimed to assess the serological frequency of leptospirosis
in horses in Manaus and metropolitan region, in the State
of Amazonas, Brazil, as well as to determine the main
serogroups involved in the infections of these animals,

Material and Methods

Sampling

The study was carried out in 17 horse properties
located in Manaus, capital of the state of Amazonas, and
its metropolitan region, belonging to the North region
of Brazil. Our statistical modeling for sampling was
performed according to Miot (2011), which is considered
a prevalence of 50%, with a confidence level of 95%. There
is no predominance of the breed, sex, age, or purpose of
use. All animals were studs, raised in a mixed breeding
system (at the field during the day and housed at night).
The option for not selecting breed, sex, or mean age was
to have wider coverage and representative sampling of the
location. From August 2018 to July 2019, blood samples were
collected from 198 horses by external jugular venipuncture
in vacutainer”. None of the animals were ever vaccinated
against leptospirosis. For hematological analyses, samples
were placed in individual test tubes containing diethylene
diamino tetraacetic acid (EDTA), cooled to 4 °C until the
analysis was carried out, within a maximum of 12 hours
after collection. For serum separation, blood samples
(in test tubes without anticoagulant) were centrifuged at
1,000 g x 15 min, followed by aliquotation into individual
microtubes and frozen at 20 °C for subsequent serology.

Serologic assay

The serological diagnosis of leptospirosis was carried
out in the Leptospirosis Diagnostic Laboratory at the
Federal University of Santa Maria (UFSM). Serum
samples were tested for anti-Leptospira antibodies by
microscopic agglutination test (MAT) (Cole et al., 1973;
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Galton etal,, 1965), using live antigens grown in liquid medium
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) free
from contamination or self-agglutination, as recommended
by the World Health Organization (2012). A complete panel
of ten serogroups (including 13 reference serovars) was
used as test antigens, namely: serogroup Sejroe (serovars
Hardjo [subtype Hardjo-prajitno| and Wolfh), serogroup
Grippotyphosa (serovar Grippotyphosa), serogroup Canicola
(serovar Canicola), serogroup Icterohaemorrhagiae (serovars
Icterohaemorrhagiae and Copenhageni), serogroup Australis
(serovars Australis and Bratislava), serogroup Pomona
(serovar Pomona) and serogroup Autumnalis (serovar
Butembo), serogroup Pyrogenes (serovar Pyrogenes),
serogroup Ballum (serovar Ballum) and serogroup Tarassovi
(serovar Tarassovi). Briefly, live suspensions of leptospires
representing the 13 serovars were added to serum samples
diluted in series in a microtiter plate (96 wells), incubated
at room temperature for 2-4 h. The presence or absence of
agglutination was examined using dark field microscopy
at 100 x magnification, Titers were obtained in a sequence
of double dilutions and expressed as the reciprocal of the
highest serum dilution that agglutinated at least 50% of
leptospires (Cole et al,, 1973; Galton et al., 1965).

Hematological analysis

To determine fibrinogen, the thermal precipitation technique
described by Schalm (1970) was used, while hematocrit was
assessed through the microcentrifugation technique. Based
on hematocrit values and fibrinogen concentration, animals
were classified as anemic (hematocrit <32%), borderline
(hematocrit 32-33%) and non-anemic (hematocrit> 32%),
with hyperfibrinogenemia (fibrinogen> 400 g/dL) and
normal fibrinogen (fibrinogen <400 g/dL).

Data analysis

The data were analyzed using Excel® 2016 software for
the preparation of spreadsheets, being presented with their
absolute and relative distribution,

Results

The obtained results demonstrated that from 198 evaluated
horses, 92 were positive for one or more Leptospira serovars
(46.46%). There is a high frequency of animals reacting
to serogroups Icterohaemorrhagiae and Pyrogenes, as
shown in Table 1. Table 2 brings the results of hematocrit
and fibrinogen, where 19 (20.65%) seropositive animals
presented anemia, while 14 (15,22%) had borderline
hematocrit. Still, 15 (16.30%) of the seropositive animals
had hyperfibrinogenesis.

377

Table | ~ Antibody titers for serogroup and serovars of Leptospira
spp. in horses in the State of Amazonas, Brazil. Blood
collection was performed from August 2018 to July

2019
= Titration
Serogroup S ar 100 200 400 800 N. of Animals

IcT IcT 35 10 1 - 46
cop 9 9 1 - 19
PYR PYR 20 18 5 1 44
BAL BAL 10 7 2 - 19
TAR TAR 5 8 3 16
CAN CAN 10 3 1 14
AUS AUS 3 2 - 5
BRA 1 . - - 1

SEJ HAR . 2 1 - 3
woL 1 - 1 2

GRI GRI 1 1 . . 2
Total 95 60 15 1 -

Obs, AUS: Australis; BAL: Ballum; BRA: Bratislava; CAN: Cantcola;
COP: Copenhageni; GRI: Grippotyphosa; HAR: Hardjo-prajitno;
ICT: 1 h hagtac; PYR: P, : SEJ: Sejroe; TAR: Tarmssovi;
WOL.: Wolth,

+ Fyrog

Table 2 - Hematocrit values and fibrinogen assessment of horses
with positive serum agglutination and negative values
for Leptospira spp. in Manaus - AM

Serum Serum
Animals agglutination*® agglutination Total
Positive Negative
Anemic {<32%) 19 25 44
Borderline (32-33%) 14 18 32
Non-Anemic (=34%) 59 63 122
Hyperfibrinogenemia 15 17 32
Normal fibrinogen 77 89 166

*Cutoff title: 100,

Discussion

Research conducted in the last decade in Brazil has shown
great variation in the seroprevalence of leptospirosis in horses.
The prevalence in the different regions of Brazil varies between
45 and 74.1% (Central West), 8 and 62.5% (Northeast),
79.3 and 100% (North), 17,9 and 71.9% (Southeast), and
60 and 87.1% (South) (Ribeiro, 2015). Of the 198 animals
tested, 40 showed positive anti-leptospira agglutinins
for only one serovar, 16 for Icterohaemorrhagiae (40%),
15 for Pyrogenes (37.5%), two for Copenhageni (5%),
two for Ballum (5%), three for Tarassovi (7.5%) and two
for Canicola (5%), while the other positive animals (52)
presented coagglutination that could be infection by more
than a serovar or crossed reactions between serovars
(Levett, 2001). In a study carried out in the state of Pard
of the 37 serum samples evaluated, 100% (37/37) showed
areaction against one or more serovars of Leptospira spp.
Only the Copenhageni serovar did not react with any of
the tested samples (Morais et al., 2010).

A survey and serological analysis study carried out
with horses in the Rio Grande do Sul (2003) found that in
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1,169 analyzed samples, 871 (74.51%) were reactive and
298 (25.49%) did not react with the tested serovars, The most
prevalent serovar was: Bratislava (19.92%), followed by
Copenhageni (15.06%), (Pires etal,, 2005), while in the state
of Pernambuco, the analysis of 100 equine sera showed the
prevalence of serovars Patoc (35.71%), Butembo (32.14%) and
Sentot (14.20%) (Alves etal,, 2016). These studies partially
corroborate the results reached by Pires et al. (2005), since the
serological predominance of serogroup Icterohaemorrhagiae
(where itis included the serovar Copenhageni) was observed.
However, another main serological result was linked to
serogroup Pyrogenes, which is completely different when
compared to the other studies mentioned above, This draws
attention to the epidemiological variation of leptospirosis
across Brazilian territory.

L. interrogans serotype Icterohaemorrhagiae, belonging to
Icterohaemorrhagiae serogroup, have synanthropic rodents
as their main maintenance host and other non-synanthropic
wild animals such as Brazilian guinea pig (Monte etal,, 2013)
and capybaras (Langoni et al., 2016). The Icterohaemorrhagiae
serovar has been described as the most prevalent in horses
in several seroepidemiological studies in Brazil, such as
Lilenbaum (1998) in the State of Rio de Janeiro; Fivero et al,
(2002) in animals from different Brazilian regions; Langoni etal,
(2004) in the States of Sdo Paulo, Goids, and Mato Grosso
do Sul; and Hashimoto et al. (2007) in the State of Paran4,
which corroborates our results. It is important to emphasize
that Ieterohaemorrhagiae is the most frequent serovar found
in horses and one of the main serovars responsible for the
majority of infections in humans observed in tropical urban
areas worldwide (Faria et al,, 2008). It should be noted that
the increase in the occurrence of this serovar can justify the
settlement of special practices for rodent control in horse
farms (Megid et al,, 2016).

Serovar Pyrogenes, belonging to serogroup Pyrogenes,
has a low prevalence in horses from other regions of Brazil,
However, in Pard State (Morais et al,, 2010), as in this study,
a high prevalence of Pyrogenes was observed, which may
suggest the maintenance of this serovar by other domestic
or wild animals living in the Amazon region. The Pyrogenes
serovar was isolated for the first time in Brazil from wild
mammals (Nectomys squamipes) in areas close to Sio Paulo
(Santa Rosa et al,, 1980) and later detected in dogs from
several states (Aguiar et al,, 2007; Magalhdes et al,, 2006;
Querino et al,, 2003). In the Amazon region, a serological
study of dogs in the municipality of Monte Negro (RO)
showed that the Pyrogenes serovar was the second most
prevalent in dogs (Aguiar et al,, 2007), which may suggest

a7

the transmission of this serovar between dogs and horses
in this region,

In addition to participation in the transmission chain,
it is important to correlate seroreactivity with clinical
signs, or changes in the animals’ physiological patterns.
In this sense, within the seropositive group (92 animals),
19 presented anemia, with hematocrit between 27-31%,
14 with borderline hematocrit between 32-33%, and
59 animals with normal hematocrit with values ranging
from 34-52%. Although the animals’ seropositivity for
Leptospira does not indicate that the animal has an acute
clinical picture of the disease, but that at some point in his life
he had contact with the bacteria, in the most severe forms,
anemia, hyperfibrinogenemia, hemorrhagic petechiacin the
mucosa, jaundice, liver damage, hematuria, hemoglobinuria,
leukocytosis with neutrophilia or lymphocytosis, azotemia,
isotenuria, general depression, neurological signs, renal failure
(mainly in foals) and death (Donahue, 1995; Lilenbaum,
1998; Pinheiro et al., 1985; Radostits et al,, 2007). Based
on this, the presence of anemia and acute-phase protein
(fibrinogen) was evaluated to verify the health of the horses
studied. Leptospirosis provokes clinical abnormalities
that can lead to significant changes in hematological
and other laboratory findings. Decreased erythrocyte
count, low Hb concentration, PCV, and lymphocytes are
common lab findings (Tonin et al,, 2012), Leucocytosis,
neutrophilia, eosinopenia, and lymphopenia, along with
high serum bilirubin concentration have also been reported
in equine leptospirosis (Pinna et al,, 2010). Laboratory
evaluation of animals affected by leptospirosis can reveal
hyperfibrinogenemia, Concerning this parameter, among the
animals positive for Leptospira, 15 had hyperfibrinogenemia,
with 60% of the cases having the involvement of serovar
Pyrogenes isolated or in coagglutination. Unlike our results,
concerning anemia and fibrinogen levels, in a serological
study in horses, Farias (2019) showed that there was no
difference in the blood count, fibrinogen concentration,
and biochemistry between seropositive and seronegative
animals for Leptospira,

Conclusion

‘The results obtained in the study indicated a high frequency
of seropositivity for Leptospira spp. in horses in the state
of Amazonas, Brazil, indicating the existence of a high
frequency of reaction to serogroups Icterohaemorrhagiae
and Pyrogenes. With the increase in the equine herd in the
region and, consequently, greater interaction between breeders
and animals, the identification of reagents serogroups of
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Leptospira spp. signals the possible existence of reservoirs
of pathogenic strains for other animals and man,
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