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RESUMO

A leptospirose € um problema de saude publica mundial, sendo uma zoonose causada
por bactérias do género Leptospira. Esta enfermidade possui grande importancia para a
producdo animal, pois pode comprometer a sanidade do rebanho, causar problemas
reprodutivos e queda na produgcdo com consequentes impactos econémicos negativos.
A bubalinocultura no Brasil € uma pratica rentavel, além de estar em plena expanséao.
Os bdfalos sé@o suscetiveis a diversas enfermidades infecciosas que podem
comprometer a sanidade do rebanho, causando prejuizos econémicos ao produtor,
além de oferecer riscos a saude publica. Dessa forma, estudos sobre doencas que
acometem os bubalinos sédo essenciais para determinar medidas sanitarias especificas.
A llha do Maraj6 possui o0 maior rebanho de bubalinos do Brasil, refletindo a importancia
de estudos da epidemiologia da leptospirose na regido. A soroaglutinacdo microscopica
(SAM) é a técnica considerada padrdo ouro e detecta anticorpos contra diversos
sorovares de Leptospira sp. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € um método de
diagnéstico direto, rapido e atende aos requisitos de especificidade e sensibilidade.
Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi comparar as técnicas de
soroaglutinacdo microscopica (SAM) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
amostras de rim, figado, sangue total e urina no diagnostico de Leptospira sp. em
bdfalos na llha do Maraj6. Em um primeiro estudo foram coletadas 212 amostras de
soro e 140 amostras de sangue total de bufalos provenientes de 21 propriedades dos
municipios de Salvaterra, Soure, Cachoeira do Arari e Muana, localizados na llha do
Marajo, Para. Todas as amostras de sangue total foram negativas pela técnica de PCR,
pela técnica de SAM 20,75% (44/212) dos animais foram positivos e 76,19% (16/21)
das propriedades apresentaram ao menos um animal reagente. Os sorovares mais
prevalentes foram Pomona (40%) e Hardjo CTG (26%) e o maior titulo encontrado (800)
foi destes sorovares. Em um segundo estudo foram analisadas através das mesmas
técnicas amostras de soro, sangue total, rim e figado e urina, esses materiais foram
provenientes de bufalos abatidos em um frigorifico no municipio de Soure. Das
amostras de soro 45% (18/40) foram reagentes na técnica de SAM e 0s sorovares mais
prevalentes foram Pomona (31,6%) e Hardjo CTG (31,6%). Na PCR 32,5% (13/40) das
amostras foram positivas, sendo 10 amostras do rim, duas amostras do rim e figado
simultaneamente e apenas uma do figado. Todas as amostras de sangue total e urina
foram negativas. As andlises das duas técnicas em conjunto, bem como o uso da PCR
nas diferentes amostras, permitiram identificar a provavel fase de infeccdo em que se
encontravam 0s animais, além de ressaltar a importancia do uso dessas técnicas de
forma complementar no diagnostico da leptospirose. Os resultados obtidos comprovam
a participacdo dos bufalos no ciclo epidemiolégico da leptospirose, inclusive como
portadores renais do agente.

Palavras-chave: Leptospirose, bubalinos, soroaglutinagdo microscopica, PCR.



ABSTRACT

Leptospirosis is a worldwide public health problem and is a zoonosis caused by bacteria
of the genus Leptospira. This disease is very important for livestock production because
it can compromise the health of the herd, cause reproductive problems and decline in
production with consequent negative economic impacts. The buffalo raising in Brazil is a
profitable practice, besides being in full expansion. Buffaloes are susceptible to a variety
of infectious that can compromise the health of the herd, causing economic losses to the
producer, besides offering risks to public health. Thus, studies on diseases that affect
buffaloes are essential to determine specific sanitary measures. The Marajo Island has
the largest buffalo herd in Brazil, highlighting the importance of leptospirosis
epidemiology studies in the region. The microscopic agglutination test (MAT) is
considered the gold standard technique and detects antibodies against a variety
Leptospira sp. serovars. The polymerase chain reaction (PCR) is a direct diagnostic
method, fast and complies with requirements of specificity and sensitivity. Therefore, the
aim of this study was to compare the techniques of microscopic agglutination test (MAT)
and polymerase chain reaction (PCR) in samples of kidney, liver, whole blood and urine
in the diagnosis of Leptospira sp. in buffaloes Maraj6 Island. In a first study were
collected 212 serum samples and 140 whole blood samples of buffalo from 21
properties from the municipalities of Salvaterra, Soure, Cachoeira do Arari and Muana,
located on the Marajo Island, Para. All whole blood samples were negative by PCR
technique, for the SAM technique 20.75% (44/212) of the animals were positive and
76.19% (16/21) of the properties presented at least one reagent animal. The most
prevalent serovars were Pomona (40%) and Hardjo CTG (26%) and the highest titer
found (800) was of these serovars. In a second study were analyzed by the same
techniques samples of serum, whole blood, kidney, liver and urine, these materials were
obtained from slaughtered buffalo in the municipality of Soure. In serum samples 45%
(18/40) were reactants to SAM technique and the most prevalent serovars were Pomona
(31.6%) and Hardjo CTG (31.6%). In PCR 32.5% (13/40) of the samples were positive,
with 10 samples from kidney, two samples from kidney and liver simultaneously, and
only one from liver. All samples of whole blood and urine were negative. The analyzes of
the two techniques together, as well as the use of PCR in the different samples, allowed
to identify the probable stage of infection in which the animals were, in addition to
highlighting the importance of using these techniques in the diagnosis of leptospirosis.
The results confirm the participation of buffaloes in the epidemiological cycle of
leptospirosis, even as kidney agent carriers.

Keywords: Leptospirosis, buffaloes, microagglutionation test, PCR.
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1. INTRODUCAO

A leptospirose foi descrita pela primeira vez em 1886 por Adolf Weil, na
Alemanha, como uma doenca causadora de ictericia e faléncia renal. Anteriormente,
em 1881, Weiss descreveu uma doenca que causava ictericia no homem, porém sem a
identificacdo do agente etiolégico. A enfermidade passou a ter o nome de doenca de
Weil (LEVETT, 2001). No Brasil a leptospirose foi descrita pela primeira vez no ano de
1917 por McDowel e nesse mesmo ano a bactéria foi identificada em um estudo com
seis roedores da espécie Rattus norvegicus (JOUGLARD, 2005).

Causada por bactérias do género Leptospira, a leptospirose € um problema de
saude publica mundial, principalmente em regides tropicais e subtropicais Umidas, onde
se localizam a maioria dos paises em desenvolvimento. Quando comparado a paises
de clima temperado, o problema nessas regides € maior, ndo somente pelas questbes
ambientais e climéaticas, mas também pelas condi¢cbes precérias de habitacdo e
saneamento (WHO, 2003).

A transmissdo ocorre por meio da interacdo entre humanos e mamiferos
hospedeiros. Pode ser adquirida por meio do contato direto ou ambiente contaminado
com a urina dos animais reservatorios (VINETZ, 2001). Os reservatérios sao 0s animais
sinantrépicos, domésticos e silvestres, que sdo essenciais para a persisténcia dos focos
de infeccdo. Os seres humanos sdo hospedeiros acidentais terminais, dentro da cadeia
de transmissao (BRASIL, 2005).

Espécies de roedores (ordem Rodentia) sdo conhecidos como potenciais
disseminadores dos diferentes sorovares de leptospiras (CORREA, 2007), sendo
importantes reservatérios da infec¢do, tanto para humanos quanto para animais
domésticos (VANASCO et al., 2003). Em areas urbanas, os cdes sdo considerados
importantes transmissores da leptospirose aos humanos, pois podem eliminar
leptospiras na urina por varios meses sem apresentar sinais clinicos (BATISTA et al.,
2004).

A leptospirose é uma doenca altamente difundida, ocorrendo aproximadamente

500 mil casos em humanos por ano (WHO, 2011). O Brasil esta entre os 28 paises com
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maior incidéncia anual de leptospirose humana, ocupando a 172 posicdo (PAPPAS et
al., 2008). No periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2010, foram confirmados
37.824 casos da doenca, com meédia anual de 3.438 casos. O total de Obitos
confirmados neste periodo foi de 4.029 sendo a letalidade média de 10,7%. Neste
periodo, 0os casos se concentraram nos estados das regibes Sudeste e Sul, que
representaram 69,1% dos casos do pais, seguidos pelos estados da regido Nordeste
(20,4%), Norte (9,0%) e Centro-Oeste (1,5%) (BRASIL, 2011).

A leptospirose € uma zoonose de grande importancia para a producédo animal,
podendo comprometer a higidez do rebanho, causar problemas reprodutivos e queda
na producdo com consequentes impactos econdmicos negativos (WHO, 2003).

A bubalinocultura no Brasil € uma prética rentavel, além de estar em plena
expansdo. Os bufalos sdo animais rusticos e resistentes, porém suscetiveis a diversas
enfermidades infecciosas que podem comprometer a sanidade do rebanho e causar
prejuizos econdmicos. Dessa forma, estudos sobre doencas que acometem o0s
bubalinos sdo essenciais para determinar medidas sanitarias especificas
(BERNARDES, 2007). De acordo com dados da Pesquisa da Producdo Pecuaria
Municipal (IBGE, 2012) o estado do Para possui aproximadamente 485.033 cabecgas de
bubalinos, sendo que 64% (311.664) desse efetivo se encontra na llha do Marajé que
possui 0 maior rebanho dessa espécie no Brasil.

O estudo da epidemiologia da leptospirose se faz necessario, pois reflete a
relacdo ecoldgica entre humanos e mamiferos reservatérios cronicamente infectados
(VINETZ, 2001). Existe grande variagéo nas diversas regides do mundo em relacdo aos
hospedeiros e aos sorovares de leptospira que carreiam, sendo de extrema importancia
o conhecimento dos sorovares prevalentes e de seus hospedeiros de manutencédo em
cada uma dessas regides (LEVETT, 2001). No Brasil a ocorréncia da leptospirose em
bubalinos varia conforme a regido estudada. CARVALHO et al. (2015) em estudo com
bafalos provenientes do estado do Maranhéo, regido nordeste, utilizaram a técnica de
soroaglutinacdo microscépica (SAM) e encontraram 70,58% de animais positivos. Ja
FAVERO et al. (2002) e LANGONI et al. (1999), ambos no estado de Sao Paulo na
regido sudeste e utilizando a mesma técnica, encontraram 43,7% e 37,7% de

ocorréncia, respectivamente.
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A técnica de diagnostico recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude é a
soroaglutinacdo microscopica (SAM). Considerada padrdo ouro, essa técnica detecta
anticorpos contra diversos sorovares de Leptospira sp. Entretanto, a soroaglutinacéo
microscopica possui algumas desvantagens, tais como a deteccdo de anticorpos
apenas entre 5 e 10 dias ap0s a infeccdo, ndo indica infec¢céo ativa, portadores podem
apresentar titulos abaixo dos niveis detectaveis, ndo distingue titulos altos causados
pela vacinacdo e a potencial ocorréncia de reacfes cruzadas na fase inicial da doenca
(WHO, 2003).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € um método de diagndstico direto,
rapido e atende aos requisitos de especificidade e sensibilidade, podendo ser utilizado
em amostras clinicas como sangue, urina e tecidos (MERIEN et al.,, 1992). Essa
técnica, embora ndo seja capaz de identificar os sorovares infectantes, € uma
importante ferramenta para o diagnéstico da leptospirose (LEVETT, 2001).

Nesse sentido, se faz necessério a identificagcdo de novas e/ou complementares
técnicas diagnosticas para a leptospirose. A importancia relatada a técnica de
soroaglutinacdo microscopica (SAM) bem como a aplicabilidade da técnica de PCR em
amostras de sangue, rim, figado e urina no diagndstico de Leptospira sp. em bufalos na
llha do Maraj6 poderia auxiliar o entendimento da participacdo dos bufalos no ciclo
epidemioldgico da bactéria.

1.1 HIPOTESE

Os bufalos (Bubalus bubalis) participam do ciclo epidemiolégico da leptospirose

na regido geografica do estudo.

1.2 OBJETIVO GERAL

Determinar a ocorréncia de Leptospira sp. em bufalos (Bubalus bubalis) na Ilha
do Marajo, Para, Brasil.
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1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a ocorréncia de Leptospira sp. em bufalos (Bubalus bubalis) nos
municipios de Salvaterra, Soure, Cachoeira do Arari e Muana por meio das
técnicas de SAM e PCR.

b) Verificar a ocorréncia de Leptospira sp. em bufalos sorologicamente positivos e
negativos, utilizando a técnica de PCR em amostras de rim, figado, sangue e
urina, em animais provenientes de abatedouro no municipio de Soure.

c) Comparar os resultados entre a Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) e a técnica
de PCR para Leptospira sp. a partir de fragmentos de rim e figado, sangue e

urina de bufalos.
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2. BUBALINOCULTURA E ASPECTOS DA LEPTOSPIROSE — REVISAO DE
LITERATURA.

RESUMO

Os bufalos (Bubalus bubalis) sdo encontrados em diversos estados brasileiros, sendo a
bubalinocultura amplamente difundida na regido norte, principalmente na llha do Marajo
que possui 0 maior rebanho dessa espécie no Brasil. A criacdo de bufalos se tornou
uma alternativa viavel e economicamente rentavel para a producdo de carne, leite e
ainda como animais de trabalho. Com o crescimento da producdo bubalina, a
preocupacdo com O manejo sanitario tem aumentado, pois aspectos clinicos,
diagnoésticos e epidemioldgicos ainda sdo pouco estudados nessa espécie, sendo
muitas vezes baseados em procedimentos utilizados em bovinos. A bubalinocultura
pode ser afetada por uma grande variedade de enfermidades que causam prejuizos
econdmicos, além disso, muitas dessas doengas sdo zoonoses de importancia para a
saude publica. A leptospirose, causada por uma bactéria espiroqueta do género
Leptospira, € uma zoonose de ocorréncia mundial e possui grande importancia tanto
para a saude publica, quanto para a producdo animal. Ocasiona disturbios reprodutivos,
tais como repeticbes de cio, nascimento de animais debilitados e abortamentos,
gerando impactos econdmicos negativos. A soroaglutinagcdo microscopica (SAM) é o
teste soroldgico de referéncia no diagndstico laboratorial da leptospirose, entretanto
técnicas moleculares tém sido utilizadas para o diagndstico rapido e precoce da
doenca. Animais domésticos, silvestres e sinantrépicos podem se tornar reservatérios
da doenca, eliminando leptospiras vivas na urina, independente da presenca ou
auséncia de sinais clinicos. O estudo da epidemiologia da leptospirose é importante
para entender a relacdo entre o homem e os mamiferos reservatérios. Os inquéritos
sorolégicos regionais sao necessarios devido a grande variacdo nas diversas regides
do mundo em relacéo aos hospedeiros e aos sorovares de Leptospira sp. que carreiam.

Palavras-chave: bubalinocultura, soroaglutinacao microscopica, leptospirose.
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BUFFALOES PRODUCTION AND ASPECTS OF LEPTOSPIROSIS - LITERATURE
REVIEW.

ABSTRACT

Buffaloes (Bubalus bubalis) are found in several Brazilian states, mainly in the northern
region. The Marajo Island has the largest herd of this species in Brazil. The raising of
water buffalo became a viable and cost-effective alternative for the production of meat,
milk and also as working animals. With the growth of buffalo production, concerns for
their health management has increased. Clinical, diagnostic and epidemiological
aspects are still poorly studied in this species, and are often based on procedures used
in cattle. Water buffaloes herds can be affected by a wide variety of diseases, which
cause economic losses moreover many of these diseases are important zoonosis to
public health. Leptospirosis, caused by a bacterium of the genus Leptospira, is a
worldwide zoonotic disease and has great importance for public health and for livestock
production. Microagglutination test (MAT) is the reference test for leptospirosis
diagnosis, however molecular techniques have been used for the rapid and early
diagnosis. Domestic, wild and synanthropic animals can become reservoirs of disease,
eliminating live Leptospira in urine, regardless of the presence or absence of clinical
signs. The study of the epidemiology of leptospirosis in buffaloes is important to
understand the relationship between man and the large mammal reservoir. Thus,
regional serological surveys in Marajo Island are required to understand the wide
variation in the different regions of the world in relation to hosts and the serovars of
Leptospira sp.

Keywords: water buffaloes, leptospirosis, microagglutination test.
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2.1 INTRODUCAO

Os bufalos (Bubalus bubalis) foram introduzidos no Brasil a partir do final do
século XIX, na llha do Maraj6 que pertence ao estado do Para. Altamente adaptaveis,
se multiplicaram com rapidez, sendo atualmente encontrados em todos os estados
brasileiros, constituindo o maior rebanho do ocidente (BERNARDES, 2007).

Sao animais domeésticos de origem asiatica que pertencem a familia dos
bovideos. No Brasil, sdo reconhecidas pela Associacdo Brasileira de Criadores de
Bafalos quatro racas: Mediterraneo, Murrah, Jafarabadi e Carabao (ABCB, 2015).
Segundo a Pesquisa da Producao Pecuéria Municipal (IBGE, 2012), o Brasil conta com
1.277.199 cabecas de bubalinos em seu territério sendo que aproximadamente 38%
(485.033) desse efetivo se encontra no estado do Pard, divididos em 4.502
propriedades. A ilha do Marajé possui aproximadamente 64% (311.664) do rebanho
bubalino do estado do Par&, sendo o maior rebanho dessa espécie no Brasil.

A bubalinocultura esta ganhando destaque no cenario nacional como uma
alternativa economicamente rentavel. Sao animais rusticos, adaptando-se as mais
diversas condi¢cBes climaticas e podem ser utilizados para producao de leite, carne e
couro, além de serem utilizados também como animais de trabalho (SILVA et al, 2003).
A producao de bubalinos pode ser afetada por uma grande variedade de doencgas que
causam impacto negativo na reproducdo. Os bufalos possuem hébito gregério que,
associado a praticas de manejo inadequadas, propicia a transmissdo de agentes
etiol6gicos entre os animais do rebanho (CORREA, 2011). As enfermidades de origem
infecciosa podem ser transmitidas também para o ser humano, gerando graves
problemas de salde publica (GIRALDO et al, 2014). Com isso, a preocupacao com 0
manejo sanitario dessa espécie tem aumentado, pois aspectos clinicos, patologicos e
epidemioldgicos ainda sdo pouco estudados no pais (SILVA et. al.,, 2013) e os
procedimentos para diagndéstico, tratamento e controle de doencas nesses animais
ainda sdo baseados em procedimentos utilizados em bovinos (MATHIAS et al., 1998)

A leptospirose € uma zoonose de grande importancia, tanto para a saude

publica, quanto para a producédo animal, podendo comprometer a higidez do rebanho,
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causar problemas reprodutivos e queda na produgdo com consequentes impactos
econdmicos negativos (WHO, 2003).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A leptospirose € uma antropozoonose amplamente difundida no mundo. Ocorre
tanto em ambientes urbanos quanto rurais, em paises de clima tropical, subtropical ou
temperado. Entretanto, sua incidéncia € maior em paises ou regides de clima tropical,
possuindo carater sazonal coincidindo com a estacdo chuvosa do ano (LEVETT, 2001).
Essa maior incidéncia também ocorre devido a maior capacidade de sobrevida das
leptospiras em condi¢cdes ambientais Umidas e quentes (WHO, 2003). MAJOR et al.
(2014) correlacionaram o aumento no numero de casos agudos de leptospirose por
més com 0s aumentos da temperatura média mensal e média do indice pluviométrico,
em estudo com 256 cdes provenientes da Suica em um periodo de dez anos,
evidenciando a importancia desses animais no uso como modelo para a infeccdo

humana e de outros animais (Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicdo de 256 casos de leptospirose canina em um periodo de 10 anos
(2003-2012) de animais provenientes da Suica e a correspondéncia com curvas de
temperatura e indice pluviométrico. Fonte: Adaptado de MAJOR et al. (2014).
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A agua desempenha um importante papel na transmissdo da leptospirose,
carreando o agente para locais onde estdo presentes individuos suscetiveis. Dessa
forma, a ocorréncia da leptospirose esta estreitamente relacionada ao ambiente.
Terrenos alagadicos, aguas de enchente e reservatérios de agua doce sao favoraveis a
sobrevivéncia das leptospiras que apresentam sobrevida longa nesses locais (ACHA;
SZYFRES, 2003; KO et al., 1999). O padrédo extensivo de criacdo de bubalinos, assim
como o0 acesso desses animais a diversos ecossistemas e 0 habito da espécie em
banhar-se em rios, riachos e areas alagadas sdo os principais fatores de risco para a
infeccéo por leptospiras (NARDI et al., 2007).

A expansdo urbana desordenada e o saneamento basico precario constituem
fatores essenciais para a proliferacdo de roedores. Aguas contaminadas com
leptospiras, eliminadas por roedores infectados, sdo importantes fontes de infeccao,
tanto para humanos quanto para animais. Dessa forma, 0s grupos socioecondmicos
menos privilegiados, que habitam moradias precérias em é&reas urbanas periféricas,
com esgoto a céu aberto e expostos a enchentes apresentam grande risco de contrair a
doenca (ALMEIDA et al.,, 1994). No Brasil a doenca € considerada epidémica em
periodos chuvosos, principalmente nas capitais e regibes metropolitanas devido as
enchentes associadas a aglomeracédo das populacdes de baixa renda. No ano de 2015
foram confirmados mais de 3500 casos de leptospirose humana em todo o pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

O agente infectante é transmitido de um mamifero infectado para outro, de forma
direta ou indireta, através de lesdes na pele, mucosas oral, nasal ou conjuntiva. A forma
mais comum de infeccdo ocorre através do contato com &agua, solo ou alimentos
contaminados com urina de animais infectados contendo leptospiras viaveis (ACHA,
SZYFRES, 2003).

Epidemiologicamente, a leptospirose ocorre no homem, animais domesticos e
silvestres de duas formas: a primeira € quando o animal € infectado com um sorovar
adaptado a sua espécie e torna-se reservatorio sem a manifestacdo de sinais clinicos.
A segunda é quando o animal se infecta com sorovares ndo adaptados a sua espécie,
causando a doenca com manifestacdes clinicas. A segunda forma € a mais comum em
humanos (HEATH; JOHNSON, 1994).
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O estudo da epidemiologia da leptospirose se faz necessario, pois reflete a
relagdo ecoldgica entre humanos e mamiferos reservatérios cronicamente infectados
(VINETZ, 2001). Existe grande variacdo nas diversas regidées do mundo em relacado aos
hospedeiros e aos sorovares de leptospira que carreiam, sendo de extrema importancia
o0 conhecimento dos sorovares prevalentes e de seus hospedeiros de manutencdo em
cada uma dessas regidbes e em cada rebanho afetado (LEVETT, 2001). No Brasil
existem diferencas conforme a regido estudada, DIAS et al. (2014) em pesquisa com
120 rebanhos bubalinos provenientes de municipios do estado do Para na regido norte,
encontraram 85,4% de prevaléncia utilizando a SAM e o sorovar mais prevalente foi
Hardjo, ja FAVERO et al. (2002) em estudo com bufalos do estado de Sdo Paulo na
regido sudeste, encontraram 43,7% de prevaléncia, também utilizando a SAM, com o

sorovares Hardjo e Pomona sendo 0s mais prevalentes.

2.3 ETIOLOGIA

s

A leptospirose é causada por uma bactéria espiroqueta do género Leptospira,
que pertence a familia Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (Figura 1). De acordo
com a classificacdo taxonémica classica, o género Leptospira € divido em duas
espécies: L. interrogans, que compreende todas as leptospiras patogénicas e L. biflexa,
que sao as leptospiras saprdfitas isoladas do ambiente. Ambas espécies séo divididas
em diversos sorovares (ou variantes soroldgicas) definidos por aglutinacdo de
anticorpos utilizando o teste de soroaglutinagdo microscopica (LEVETT, 2001).
Sorovares com similaridades antigénicas foram agrupados em sorogrupos. Sao
descritos mais de 250 sorovares patogénicos que estdo distribuidos em 25 sorogrupos
(WHO, 2003).
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Figura 2 - Microscopia eletrénica de varredura de dois espécimes de Leptospira
interrogans. Fonte: Public Health Image Library CDC/NCID

Atualmente o género Leptospira € classificado de acordo com o seu genoma. De
acordo com essa classificacao existem 13 espécies patogénicas: Leptospira alexanderi,
L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L.
licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii e L. wolffi, com mais de 260
sorovares, existindo ainda a possibilidade de espécies novas. As espécies saprofitas
séo: L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielii e L. wolbachi, com mais
de 60 sorovares (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

De acordo com essa nova classificagdo alguns sorovares patogénicos e nao
patogénicos podem ocorrer dentro de uma mesma espécie de leptospira. Ndo existe
correspondéncia entre a antiga classificacdo soroldgica e a classificacdo genotipica,
sendo essa ultima um problema para clinicos e epidemiologistas por ser incompativel
com o sistema de sorogrupos, que deve ser mantido, até que um sistema de
identificacdo genética mais simples seja desenvolvido e validado (LEVETT, 2001; WHO,
2003).

2.4 VIAS E FONTES DE INFECCAO

As leptospiras patogénicas sdo mantidas na natureza nos tabulos renais dos
animais portadores causando pouco ou nenhum sinal clinico e, portanto, eles sao

conhecidos como hospedeiros naturais de manutencdo ou reservatorios (WHO, 2003).
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Os portadores podem ser animais selvagens ou domesticos, especialmente roedores,
pequenos marsupiais e caes (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Roedores sinantropicos sdo importantes fontes para a infeccdo humana e outros
animais. Isso ocorre devido ao seu grande numero, proximidade com o homem e com
0s animais domeésticos e por albergarem a bactéria nos rins eliminando-as vivas no
ambiente durante toda a vida do animal, contaminando as aguas, o solo e os alimentos.
Das espécies sinantropicas comensais, isto é, que dependem unicamente do ambiente
humano, a ratazana (Rattus norvegicus), o rato de telhado (Rattus rattus), e o
camundongo (Mus musculus), sdo responsaveis pela maior parte dos prejuizos
econdmicos e sanitarios causados ao homem (BRASIL, 2005).

Em propriedades rurais, 0os animais silvestres podem atuar como fonte de
disseminacdo e manutencéo das leptospiras no ambiente, pois devido a grande oferta
de alimentos, esses animais convivem muito proximos aos animais de producdo. Essa
convivéncia proxima pode ocorrer devido ao desmatamento para formagédo de novas
pastagens (CHIEBAO, 2010). Os bovinos também podem ser responsaveis pela
manutencdo das bactérias nas propriedades, podendo ocorrer a presenca de animais
doentes ou assintomaticos, sendo considerados importantes disseminadores da doenca
para humanos e outros animais (FAINE et al., 1999; VASCONCELLOS, 1997).

As leptospiras patogénicas sao excretadas na urina desses animais, de forma
intermitente ou continua, podendo sobreviver em terrenos umidos, pantanos, corregos,
lagos, areas alagadas e outros locais com excesso de umidade por um longo periodo
de tempo (WASINSKI; DUTKIEWICZ, 2013). Animais suscetiveis adquirem a doenca
por contato direto ou indireto com a urina ou tecido de animais infectados (BHARTI et
al., 2003).

2.5 SINAIS CLINICOS

A infeccdo € dividida basicamente em duas fases: aguda e crbnica (ou
convalescente). A leptospira penetra no organismo nos pequenos ferimentos cutaneos,
mucosas ou ainda na pele Umida e se dissemina na corrente sanguinea. A partir desse
momento se estabelece a fase aguda conhecida como leptospiremia que pode durar de

sete a 10 dias. As leptospiras sdo capazes de se multiplicar em inumeros tecidos,
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principalmente o baco, os pulmdes e o figado. Apés o niumero de leptospiras no sangue
e nos tecidos atingirem niveis criticos, surgem lesdes decorrentes das toxinas
leptospirais e os sinais clinicos se manifestam (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). Apos
essa fase inicial os mecanismos imunoldgicos do hospedeiro reduzem a quantidade de
leptospiras na circulagdo e elas ficam em maior concentragdo, quase restritas aos
tecidos, principalmente nos rins onde ficam aderidas no epitélio dos tubulos renais, se
multiplicando e sendo eliminadas na urina. Essa etapa caracteriza a fase de
leptospiraria (LEVETT, 2001). Nessa fase ocorre um aumento da concentracdo de
anticorpos circulantes e determinados animais domeésticos ou silvestres podem se
tornar hospedeiros de manutencdo, excretando leptospiras vivas na urina de forma
intermitente por varios anos ou mesmo por toda a vida (WHO, 2003). Uma espécie
animal que serve como hospedeiro de manutencéo para um determinado sorovar de
leptospira, pode se tornar hospedeiro acidental para outro sorovar, resultando em
doenca grave e muitas vezes fatal (KO et al., 2009). A figura 3 sintetiza a cronologia
das principais etapas da patogénese em relacédo aos diferentes niveis de anticorpos no

hospedeiro.
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Figura 3 - Cronologia da infeccdo por Leptospira sp. de acordo com os diferentes
estados imunoldgicos do hospedeiro. Fonte: SANTOS, 2014 (Adaptado de GREENE et
al., 2006).

A infeccdo por leptospira pode causar uma série de sinais clinicos conforme a
suscetibilidade do animal, tais como febre, ictericia, hemorragias, insuficiéncia renal e
hepatica podendo leva-lo a 6bito. Entretanto, pode ocorrer uma infeccao inaparente que
estd provavelmente relacionada com sorovares adaptados ao hospedeiro (BHARTI et
al., 2003). Em animais de producao, a leptospirose ocasiona desordens reprodutivas
com consequente queda na produtividade dos rebanhos acometidos. Ocorre
nascimento de animais debilitados, abortamentos, natimortos, repeticdes de cio,
mastite, nefrite e condenacdo de visceras apos inspecao veterinaria (FAINE et al.,
1999; SANTA ROSA et al.,, 1961; SANDOVAL et al., 1979). As perdas econdmicas
causadas pela leptospirose estéo ligadas as falhas reprodutivas, queda da producéo de
leite e custos com medicamentos, assisténcia veterinaria, vacinas e exames
laboratoriais (FAINE et al, 1999).

Sabe-se que o abortamento em bubalinos pode ocorrer devido a infeccdo por

Leptospira sp. de maneira semelhante ao que acontece em bovinos como
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consequéncia da infecgdo sistémica (FAINE et al.,, 1999). Ainda na fase de
leptospiremia pode ocorrer a morte fetal com ou sem degeneragao da placenta, seguida
da eliminacéo fetal apés algumas semanas da infeccdo. Os abortos ocasionados pela
leptospirose geralmente ocorrem no terco final da gestacdo (NARDI et al, 2006). A taxa
de aborto pode variar conforme a regido estudada e a técnica de diagndstico utilizada,
além disso a auséncia de les6es em fetos abortados ndo deve excluir o diagnéstico de
Leptospira sp., pois sorovares adaptados ao hospedeiro podem ndo causar lesdes
significativas (ANTONIASSI et al., 2013). Em pesquisa realizada por ANTONIASSI et al.
(2013) no estado do Rio Grande do Sul, foram pesquisadas as causas de aborto bovino
em 490 casos atendidos utilizando a técnica de imunofluorescéncia direta. Foi possivel
realizar o diagndstico definitivo em 46,32% (227/490) dos fetos abortados, sendo que 3
casos foram atribuidos a infeccdo por Leptospira sp. Com resultados mais elevados,
CORTEZ et al. (2006) diagnosticaram DNA de Leptospira sp., usando a técnica de
PCR, em 3,2% (4/124) de fetos bovinos abortados provenientes de estados brasileiros
(AL, GO, MG, MS, MT, RS e SP). J4 LANGONI et al. (1999) isolaram a Leptospira sp.
dos rins de 12,5% (15/120) de fetos bovinos abortados provenientes do municipio de
Botucatu, Sdo Paulo. Tais estudos demonstram a importdncia desse agente como
causador de abortos e reforcam a ideia da necessidade de melhores abordagens
metodoldgicas no entendimento da leptospirose.

No entanto, alguns autores destacam que a etiologia dos problemas reprodutivos
€ de causa multifatorial, sendo que as doencas infecciosas representam
aproximadamente 30% das causas de mortalidade embrionéria, fetal e natimortalidade.
Ressalta ainda que os agentes envolvidos podem ser virais, bacterianos e parasitarios,
necessitando de analise conjunta de dados zootécnicos, epidemioldgicos, clinicos e

técnicas laboratoriais para o correto diagndéstico (DEL FAVA et al., 2007).

2.6 DIAGNOSTICO

O diagnodstico clinico da leptospirose €é feito com base no histdrico
epidemiologico e nos sinais clinicos. Para confirmacdo do diagndstico clinico e
epidemiologico podem ser utilizados meétodos sorologicos, de demonstracao

microbioldgica do agente ou ainda métodos moleculares (LEVETT, 2001).
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A pesquisa de leptospiras em material clinico por microscopia em campo escuro
€ um dos métodos microbioldgicos utilizados para o diagndstico da leptospirose, porém
apresenta baixa sensibilidade e especificidade, ndo sendo recomendado como
diagnéstico isolado. A cultura positiva de amostras biologicas (sangue, urina e tecidos)
€ o0 método de diagndstico definitivo da infeccdo, contudo a sua dificil execucéo,
podendo levar até seis meses para obtencdo de um resultado, ndo configura um
meétodo adequado como rotina biologica (LEVETT, 2001; SCHULLER et al., 2015).

Atualmente, a soroaglutinacdo microscopica (SAM) que detecta os anticorpos
anti-leptospiras em amostras de soro e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
deteccdo de DNA da Leptospira sp. sdo as ferramentas mais Uteis, disponiveis e
importantes no diagnostico da infeccdo. Esses testes possuem vantagens e
desvantagens e o desempenho de cada técnica varia conforme a presenca de alguns
fatores, principalmente em relagéo a fase da infeccdo (SCHULLER et al., 2015).

A soroaglutinagcdo microscopica (SAM) é o teste soroldgico de referéncia no
diagnéstico laboratorial da leptospirose, recomendado pela Organizacdo Mundial da
Saude. E recomendado também para inquéritos soroepidemiolégicos, pois permite o
fornecimento de informagfes a respeito de quais sorogrupos estdo presentes em uma
determinada populacdo. E realizada com antigenos vivos de varios sorovares de
Leptospira sp. que reagem com 0S anticorpos presentes no soro do homem ou de
animais, sendo as reacdes examinadas em microscopio de campo escuro para
determinacao do titulo de aglutinacdo. No painel de antigenos € necessario incluir os
sorovares representativos da regido a ser estudada, caso o sorovar infectante nao
esteja incluido no painel € possivel que ocorra um resultado falso-negativo (LEVETT,
2001).

A SAM é um teste especifico e sensivel para deteccéo de Leptospira sp., porém
uma de suas desvantagens € a necessidade de estrutura laboratorial para cultura e
manutencdo de painéis de leptospiras vivas. Além disso, podem ocorrer reacdes
cruzadas, pois 0s pacientes infectados podem produzir anticorpos que reagem com
diversos sorovares simultaneamente. Esse fendmeno ocorre principalmente na fase
inicial da doenga (LEVETT, 2001; WHO, 2003). Devido a baixa sensibilidade para a

identificacdo do sorovar infectante, ndo é possivel concluir que o sorovar utilizado como
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antigeno para a realizacdo da SAM seja o causador da infeccdo. Dessa forma, o
resultado da reacdo indica o provavel sorogrupo no qual o sorovar infectante esti
incluido (SYKES, et al, 2011). Além disso, 0 sorogrupo com maior titulo pode variar ao
longo do tempo, indicando que a SAM ndo detecta com precisdo 0 sorogrupo em
animais com infeccdo aguda (MILLER et al, 2011). Outras desvantagens da SAM
incluem deteccdo de anticorpos apenas de sete a 10 dias apds a infeccdo (tempo
necessario para que o animal produza anticorpos), nao indica a ocorréncia de uma
infeccdo ativa, os portadores podem apresentar titulos abaixo dos niveis detectaveis e
nao distingue titulos vacinais (WHO, 2003).

O método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é utilizado no diagnéstico
da leptospirose por meio da deteccdo e amplificacdo do DNA de Leptospira sp. de
diversos tecidos ou fluidos corpéreos, tais como sangue e urina, além de ser usada em
amostras de solo, 4gua, entre outros. O PCR pode ser utilizado para diagnéstico
precoce da doenca, quando titulos de anticorpos ainda ndo estdo detectaveis (WHO,
2003).

A escolha do tipo de amostra a ser utilizada vai depender da fase da infec¢éo, ja
que as leptospiras podem ser encontradas no sangue nos primeiros dez dias da
infeccdo, na fase de leptospiremia, e ap6s esse periodo podem ser encontradas na
urina dos animais infectados na fase de leptospiriria. Entretanto, podem ocorrer
variacbes dependendo da resposta imune do hospedeiro e do tipo de leptospira
infectante. Apds a morte do animal, é possivel utilizar a técnica de PCR em amostras de
tecidos, sendo que durante a fase cronica da infec¢@o o rim é o tecido de eleicdo para a
colonizacdo por leptospiras, enquanto que na fase de leptospiremia o figado é érgao
mais comumente afetado (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; SCHULLER et al., 2015). Em
estudo realizado por LEVETT (2001) é possivel identificar a provavel fase de infecgcéo
de acordo com os resultados dos testes utilizados. Na fase aguda de leptospiremia
guando o agente se encontra no sangue e tecidos como o figado, é possivel utilizar
técnicas de diagnostico para detecgdo direta do agente como a cultura ou PCR. A partir
da segunda semana inicia-se a fase crbnica ou convalescente e os métodos de
deteccao direta podem encontrar o agente em amostras de urina ou rim. A producédo de
anticorpos inicia-se ainda na primeira semana, podendo ser detectada na SAM no final
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da fase aguda, e atingem o nivel maximo de produg&o na segunda e terceira semana
permanecendo detectaveis por meses ou anos e podem declinar a taxas variaveis de
acordo com a imunidade de cada animal. Amostras de soro testadas nos momentos 1 e
2 auxiliam na deteccdo de fase aguda e crbnica da doenca, enquanto no momento 3
auxiliam no diagnostico de uma resposta imune atrasada. JA as amostras de soro
testadas nos momentos 4 e 5 fornecem informagdes epidemiolégicas como o provavel

sorovar infectante (Figura 4).

Escala de tempo Semana 1 2 3 4 8 S meses-anos S S anos

Periodo de incubagéo Fasde Fase crénica ou
aguda convalescente

Inoculagao 2 — 20 dias
Febre /\/\/\

Leptospiras presentes em:
sangue

urina {

Nefrite intersticial

Hospedeiro reservatério

|
I

Titulos de anticorpos Resposta normal
- | ~
Baixo Tratamento precoce titulos declinam
atrasado
Negativo /H | |\
5 1] &)
Investigacdes laboratoriais Sangue
Cultura { Urina
Sorologia —Q—| «—8—— (3] i (4] y e
L] 1T
Fases " Ieptopremla <> Leptospirariae imunidade - —

Figura 4 - Representacdo esquematica das fases aguda e cronica da leptospirose.
Fonte: Adpatado de LEVETT (2001).

Um resultado positivo utilizando amostra de sangue, juntamente com a presenca
dos sinais clinicos € um forte indicio de leptospirose aguda. J& o resultado positivo em
urina indica o acometimento renal, que pode ocorrer tanto na fase aguda quanto na
fase crénica onde o animal se torna portador renal de leptospiras. Resultados negativos
nao excluem a infeccéo, pois a fase de leptospiremia ocorre apenas nos estagios
iniciais e a excrecado urinaria ocorre de forma intermitente (SCHULLER et al., 2015).

A PCR em tempo real (QPCR) representa um avanco na tecnologia da PCR.
Esse método associa a metodologia de PCR a um sistema de deteccéo e quantificacao
de fluorescéncia produzida durante os ciclos de amplificacdo. A metodologia permite a
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amplificacdo, deteccdo e quantificacdo de DNA em uma Unica etapa, agilizando a
obtencgéo de resultados e minimizando o risco decorrente de possiveis contaminacoes.
A gPCR confere maior precisdo e reprodutibilidade quando comparado com a PCR
convencional (PEREIRA; MACIEL, 2004).

A grande desvantagem das técnicas convencionais de PCR é a incapacidade de
identificar o sorovar infectante (LEVETT, 2001). Tanto com propdsitos clinicos quanto
para estudos epidemiologicos e de saude publica da leptospirose, a classificacao de
isolados de leptospira por meio de métodos moleculares permite maior precisdo na
determinacao dos sorovares infectantes. Para tanto, alguns métodos tém sido descritos
e avaliados para identificacdo genotipica dos sorovares, tais como andlise da variacédo
do numero de repeticdes em tandem (VNTR) (MAJED et al., 2005).

Uma variacdo da PCR, conhecida como nested PCR (nPCR), utiliza dois
conjuntos de oligonucleotideos iniciadores em reagdes subsequentes, cujo produto de
amplificac@o da primeira reagéo € utilizado como molde para a segunda. Esse teste tem
alta sensibilidade e especificidade (LIMA et al., 2009).

O sequenciamento do gene 16S rRNA, também designado 16S rDNA, é
comumente utilizado para fins taxonémicos de bactérias, sendo considerado uma
abordagem padrdo para a diferenciacdo de espécies. Esse método pode ser utilizado
para diferenciacdo de espécies dentro do género Leptospira sp., além de ser usado
também para comparacao entre os diferentes isolados de leptospira (MOREY et. al.,
2006).

2.7 CONTROLE E PROFILAXIA

A leptospirose € uma doenca de carater populacional e ambiental. Seu controle
esta relacionado a medidas de prevencao aplicadas aos animais e ao ambiente onde
vivem. Com relacdo ao controle, a vacinacdo é uma ferramenta de prevencdo que
proporciona imunidade humoral aos animais. Essa imunidade os protege contra a
manifestacdo de sinais clinicos da leptospirose (ARDUINO et al, 2009). Entretanto, a
vacinacdo possui algumas limitacbes uma vez que o pool vacinal é constituido por
apenas alguns sorovares prevalentes na espécie em questdo, ndo conferindo protegcéo

contra outros sorovares. Dessa forma, como a protecédo € sorovar especifica, a vacina
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deve ser feita com o menor numero possivel de sorovariedades e com énfase para
aquelas presentes na regido e no rebanho (ARAUJO et al, 2005). No Brasil, as vacinas
comerciais sao parcialmente efetivas, pois ndo atendem a esse pré-requisito, sendo
muitas vezes incluidos sorovares com baixa importancia epidemiologica para a regiao,
podendo levar a falhas vacinais, além de custos desnecessérios e interferéncia no
diagndstico sorolégico que pode detectar anticorpos vacinais (ADLER; MOCTEZUMA,
2010; RODRIGUES et al., 2011). Sendo assim, a identificacdo e caracterizacdo de
leptospiras sdo fundamentais para a producdo de vacinas mais eficazes contendo as
sorovariedades que estejam realmente infectando determinado rebanho, induzindo a
imunidade mais eficiente e duradoura (CHIARELI et al., 2012).

Outras medidas relacionadas ao manejo ambiental sdo de fundamental
importancia para o controle da doenca, tais como saneamento basico adequado,
controle da populagdo de roedores, isolamento de animais doentes, quarentena de
animais novos introduzidos no plantel, fornecimento de 4gua e alimentos limpos e de
qualidade, higiene de equipamentos e manutencdo dos animais longe de areas
alagadas (LEVETT, 2001).

2.8 CONSIDERACOES FINAIS

A bubalinocultura é uma atividade econdmica rentavel e amplamente difundida
na regido norte do Brasil, principalmente na Ilha do Maraj6. Nessa regido, os bufalos se
tornaram uma alternativa viavel para pequenos produtores e producao familiar, que os
utilizam principalmente para producao de leite e carne.

Devido a grande importancia da bubalinocultura para os produtores rurais da Ilha
do Marajo, € de grande relevancia a investigacdo de doencas infectocontagiosas que
possam causar prejuizos reprodutivos e consequentemente perdas econdmicas.

A leptospirose, além de causar danos reprodutivos em animais de producéo, é
uma zoonose que pode causar impactos na saude publica. Dessa forma, € importante
definir o papel dos bufalos no ciclo epidemioldgico da leptospirose, uma vez que esses
animais podem atuar como reservatérios e servirem como fontes de infec¢cdo para o

homem e outros animais.
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3. OCORRENCIA DE Leptospira SP. EM BUFALOS (Bubalus bubalis) NA ILHA DO
MARAJO, PARA, BRASIL.

RESUMO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada por bactérias do género
Leptospira que pode comprometer a sanidade de rebanhos bubalinos, gerar problemas
reprodutivos e consequentemente prejuizos econémicos. O objetivo do estudo foi
determinar a ocorréncia de Leptospira sp. em 212 amostras de soro e 145 amostras de
sangue total de bufalos provenientes de 21 propriedades localizadas em 4 municipios
da regido leste da Ilha do Maraj6, Para. Para analise das amostras de soro foi utilizada
a técnica de soroaglutinacdo microscoépica (SAM), utilizando 17 sorovares de Leptospira
sp., considerando-se reagentes as amostras cujo titulo fosse igual ou superior a 1:100.
A técnica de PCR foi usada para analisar as amostras de sangue total. A ocorréncia de
amostras de soro reagentes foi de 20,75% (44/212), onde 76,19% (16/21) das
propriedades apresentaram ao menos um animal reagente. Dentre o0s sorovares
testados, os mais prevalentes foram Pomona (40%) e Hardjo CTG (26%), com o maior
titulo de 800. Todas as amostras de sangue total foram negativas para a técnica de
PCR. Nao houve diferenca significativa na soropositividade entre machos e fémeas e o
namero de animais soropositivos com idade superior a 1,5 anos foi superior aos demais
(P<0,05). Este estudo evidenciou a ocorréncia de anticorpos para diversos sorovares de
Leptospira sp. e a alta disseminacdo desse agente entre as propriedades analisadas.
Tais achados evidenciam a importancia de um controle sanitario efetivo para evitar
perdas econdmicas e agravos a saude publica.

Palavras-chave: leptospirose, saude publica, soroaglutinacdo microscépica, PCR.
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OCURRENCE OF Leptospira sp. IN BUFFALOES (Bubalus bubalis) FROM
MARAJO ISLAND, PARA, BRAZIL.

ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonosis of worldwide distribution caused by bacteria the genus
Leptospira that may compromise the health of buffalo herds, developing reproductive
problems and consequently economic losses. The aim of the study was to determine the
occurrence of Leptospira sp. in 212 serum samples and 145 whole blood samples of
buffalo from 21 properties in four municipalities in eastern region Marajo Island, Para.
For analysis of serum samples was used microscopic agglutination technique (MAT)
with 17 Leptospira sp. serovars, considering reagents samples whose title was equal or
higher than 1:100. The PCR technique was used to analyze whole blood samples. The
occurrence of reagents serum samples was 20.75% (44/212), where 76.19% (16/21) of
the properties presented at least one reagent animal. Among the tested serovars, the
most prevalent serovars were Pomona (40%) and Hardjo CTG (26%) with the highest
titer of 800. All whole blood samples were negative for PCR. There was no significant
difference in seropositivity between males and females and the number of positive
animals over the age of 1.5 years was superior to the others (P <0.05). This study
demonstrated occurrence of antibodies to many different Leptospira sp. serovars and
the high dissemination of this agent among these properties studied. These findings
highlight the importance of an effective sanitary control to prevent economic losses and
aggravations to public health.

Keywords: leptospirosis, public health, microscopic agglutination test, PCR.
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3.1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por bactérias do
género Leptospira (WHO, 2003). Existem 13 espécies patogénicas, classificadas de
acordo com o seu genoma: Leptospira alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L.
inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L.
terpstrae, L. weilii e L. wolffi, com mais de 260 sorovares (ADLER; MOCTEZUMA,
2010). Os reservatorios da leptospira sdo os animais domeésticos, silvestres e
sinantropicos que podem atuar como hospedeiros acidentais ou de manutencéo.
Hospedeiros de manutencdo podem desenvolver infeccdo cronica, permanecendo
assintomaticos e eliminando leptospiras na urina por longos periodos de tempo. A
doenca € transmitida ao homem e aos animais suscetiveis através do contato direto ou
indireto com a urina dos animais reservatorios (LEVETT, 2001).

A técnica de diagndstico recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude € a
soroaglutinacdo microscopica (SAM). Considerada padrdo ouro, essa técnica detecta
anticorpos contra diversos sorovares de Leptospira sp. A técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) pode ser utilizada no diagndéstico da leptospirose por meio da
deteccdo e amplificacdo do DNA de Leptospira sp. de diversos tecidos ou fluidos
corpéreos, tais como sangue, urina, rim e figado, podendo auxiliar no diagndstico
precoce da doenca, quando os titulos de anticorpos ainda ndo sdo detectaveis e
também para a deteccdo de um animal portador dentro do rebanho (HAMOND et al,
2012; WHO, 2003).

A bubalinocultura é uma atividade pecuaria rentavel e estd em plena expansao
no Brasil. De acordo com dados da Pesquisa da Producdo Pecuéaria Municipal (IBGE,
2011) o estado do Paré& possui aproximadamente 485.033 cabecas de bubalinos, sendo
que 64% (311.664) desse efetivo se encontra na llha do Marajé que possui o maior
rebanho brasileiro dessa espécie. Os bufalos sdo suscetiveis a diversas enfermidades
infecciosas que podem comprometer a sanidade do rebanho e causar graves prejuizos
econdmicos, dessa forma os estudos sobre doengas que acometem esses animais sao
essenciais para determinar medidas sanitarias especificas (BERNARDES, 2007). Além

disso, os bufalos podem ter participacdo no ciclo epidemiolégico da leptospirose,
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eliminando as leptospiras no ambiente pela urina atuando como fonte de infeccao para
as pessoas que manejam 0s animais e também para outros animais criados na mesma
propriedade (LANGONI et al., 1999).

No Brasil, estudos determinando a prevaléncia dos diferentes sorovares de
Leptospira sp. em bufalos tem sido realizados. LANGONI et al. (1999) e FUJII et al.,
(2001) em estudo soroldgico com animais provenientes do Vale do Ribeira no estado de
Séo Paulo, encontraram 37,7% (152/403) e 50,9% (113/222) de animais positivos, com
prevaléncia dos sorovares Wolffi e Australis, respectivamente. No estado de Sao Paulo,
FAVERO et al. (2002), encontraram 43,7% de positividade dentre 879 amostras de soro
de bufalos, sendo o sorovar Hardjo o mais prevalente. VIANA et al. (2009) em pesquisa
com bufalos de trés regides do Baixo Amazonas, llha do Maraj6 e municipio do
Xinguara no Para e SILVA et al. (2009) estudando a soroprevaléncia em municipios da
regido nordeste do estado do Para, obtiveram em média 80% (164/205) e 67,72%
(86/127) de positividade, com os sorovares Autumnalis e Hardjo apresentando as
maiores prevaléncias, respectivamente.

O objetivo do presente trabalho foi determinar a ocorréncia de Leptospira sp. em
bufalos provenientes dos municipios de Soure, Salvaterra, Cachoeira do Arari e Muana
na llha do Marajo — PA, utilizando as técnicas de soroaglutinagdo microscopica (SAM)
em amostras de soro e a reagdo em cadeia da polimerase convencional (PCR) em

amostras de sangue total.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Area do Estudo

A ilha do Maraj6 pertence ao estado do Para, sendo considerado o
maior arquipélago fluvio-maritimo do mundo, banhado pelo Oceano Atlantico e pelos
rios Amazonas e Para, e localizada a 80 km da capital Belém. As amostras foram
colhidas nos municipios de Salvaterra (22.370 habitantes), Soure (24.286 habitantes),
Cachoeira do Arari (22.449 habitantes) e Muana (37.977 habitantes) (Figura 1). O clima
predominante é equatorial, quente e imido (média de 27° C) com chuvas abundantes
no periodo de janeiro a marco (IBGE, 2011). A populacdo de bufalos nessas cidades é
de aproximadamente 16.115, 60.226, 37.256 e 29.727, respectivamente, segundo a
Producdo Pecuaria Municipal (IBGE 2011), representando 46% (143.324/311.664) da

populacéo total de bufalos da llha.

TERRITORIO
MARAJO

Regido Norte
Estado do Para

/Santa Cruz do Arari 0 L\L( i f
‘ U4

& ‘
Y

1 ‘ J_,N\S\\L\.‘
| . \ (=

o ¥
7

“\ £ &
! \ L b=
Salvaterra \ / = v
. il
\ T
Ponta de Pedras = /-'

Gurupa
.

Breves Muana
.

Melgaco Curralinho o

LEGENDA
Sao Sebastido da Boa Vista 2 ®  Sedes Municipais
@ Municipios estudados

Figura 5 - Localizagdo da Ilha da Maraj6é — PA e municipios estudados.
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3.2.2 Animais experimentais

Os bdfalos estudados pertencem a espécie Bubalus bubalis. As racas
predominantes na llha do Marajé sédo Murrah, Jaffarabadi e Mediterraneo, além de seus
mesti¢cos. Foram amostrados 212 animais provenientes de 21 propriedades, sendo 83%
(176/212) fémeas e 17% (36/212) machos, com idades variando entre 2 meses a 13
anos de idade distribuidos em 2 faixas etarias da seguinte forma: 118 animais de 2
meses a 1 ano e 6 meses e 94 animais acima de 1 ano e 6 meses conforme realizado
por SUWANCHAROEN et al. (2013).

3.2.3 Colheita de amostras

Foram colhidas 212 amostras de soro e 140 amostras de sangue total. Todas as
amostras de sangue total possuem amostras de soro correspondentes.

Para essa etapa os animais foram contidos fisicamente utilizando troncos de
contencédo e as amostras foram colhidas por puncao da veia jugular externa, utilizando-
se um sistema para colheita a vacuo, constituido de agulhas 25 x 8 mm (21 g) para
multipla colheita, acoplados a tubos com e sem anticoagulante com capacidade de
aspiracdo para 10 mL de sangue. Para obtencdo de soro as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm durante 15 minutos. Os soros foram aspirados e
aliguotados em microtubos com capacidade para 1,5 mL, assim como as amostras de
sangue total e congelados a - 20°C para posterior processamento.

3.2.4 Soroaglutinacdo Microscopica

A presenca de anticorpos contra Leptospira sp. no soro dos animais foi realizado
por meio do teste de soroaglutinagdo microscopica (SAM) no Nucleo de Pesquisas em
Zoonoses da UNESP Campus Botucatu. Foram considerados reagentes titulos = 100 e
a ocorréncia de reacdo cruzada ou co-infeccdo (WHO, 2003), utilizando-se 17

antigenos de Leptospira sp. (Quadro 1)



48

QUADRO 1 - ANTIGENOS DE Leptospira sp. UTILIZADOS NA TECNICA DE
SOROAGLUTINACAO MICROSCOPICA (SAM).

Sorogrupo Sorovar
Australis Bratislava
Canicola Canicola
Djasiman Djasiman

Icterohaemorraghiae Copenhageni ;
Icterohaemorraghiae
Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Hardjo
Wolffi
Hardjo Prajtino
Sejroe Hardjo Minis
Hardjo CTG
Hardjo Bovis
Guaricura
Ballum Castellonis
Shermani Tarassovi
Grippotyphosa Grippotyphosa

Para a prova de triagem, as amostras de soro foram diluidas a 1:50, utilizando-se
100uL de soro e 4.9 mL de solugdo salina tamponada de fosfatos (PBS) pH 7,6. Em
microplacas, devidamente identificadas e marcadas, distribuiu-se 25 uL do soro diluido
e adicionou-se 25 pL dos sorovares, passando a diluicdo final em cada poco para
1:100. O mesmo procedimento foi realizado para uma amostra de controle negativo. As
amostras foram incubadas em estufa a 37°C durante 2h. A leitura foi realizada
diretamente na microplaca em microscépio de campo escuro, considerando reagentes
as amostras que apresentaram no minimo 50% de aglutinagéo.

A prova de titulacao foi realizada com as amostras positivas na prova de triagem
e apenas com 0s sorovares reagentes. A partir da diluicdo 1:100, as amostras foram
diluidas em razéo 1:2 até a diluicdo de 1:3200. Apos a incubacao por 2 horas, a leitura
é realizada conforme descrito na prova de triagem, considerando como titulo a maior
diluicdo do soro capaz de aglutinar 50% ou mais das leptospiras em compara¢cdo com o

controle negativo.
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3.2.5 Reacédo em cadeia da polimerase

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizadas as amostras de sangue
total. A extracdo de DNA foi realizada utilizando o PureLink Genomic DNA Kit
(Invitrogen, USA) conforme recomendac¢Bes do fabricante. Apds a extracdo, as
amostras de DNA foram quantificadas em fluorbmetro Qubit (Invitrogen, USA) e a
integridade do DNA foi verificada utilizando gel de agarose a 0,8% corado com SYBR
Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA). Para o controle positivo da extracdo foi utilizado
uma cepa de Leptospira interrogans sorovar Hardjo, mantida em meio EMJH,
previamente centrifugada (3000 rpm por 10 minutos) e ressuspendida 2 vezes em PBS
pH 7,6 estéril. Agua Miliq foi utilizada como controle negativo.

Para amplificacgo do DNA de Leptospira sp., foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores género-especificos descritos por Mérien et al. (1992), os
quais amplificam 331 pb conforme segue: LEP 1 (6 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3')
e LEP 2 (5 TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3).

A amplificacdo do DNA foi realizada de acordo com protocolo adaptado descrito
por Mérien et al. (1992). As reacdes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2 mL
nos volumes totais de 25 pL, sendo solugéao tampéo de PCR 1x (50mM KCI, 10mM Tris-
HCI pH 8,0), MgCI2 1,5mM, dNTP 0,2 mM, Taq Platinum DNA polimerase 1U/uL
(Invitrogen, USA) e cada iniciador 0,6 uM. As amostras de DNA extraidas foram
adicionadas ao mix na concentracdo aproximada de 100 ng/uL. A reacdo de
amplificacédo foi realizada no termociclador vapo.protect (Eppendorf), com a seguinte
programacao: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min,
anelamento a 63°C por 1 min e meio e extensdo a 72°C por 2 min, incluindo-se 10 min
adicionais a 72°C, para completar a extensdo dos segmentos amplificados.

Os produtos da amplificacdo pela PCR foram submetidos a técnica de
eletroforese. Preparou-se gel de agarose a 1% SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen,
USA). Foram utilizados 10 yL do produto de PCR e como marcador de peso molecular
foi utilizado o 100 pb ladder (Invitrogen, USA). O gel foi submetido a corrida
eletroforética em cuba contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09 m de &cido bodrico e 0,001 M
de EDTA) e a uma voltagem de 60 V por aproximadamente 1 h. O gel foi visualizado no

Sistema de Fotodocumentacao L-Pix Touch (Loccus Biotecnologia, Brasil).
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3.2.6 Analise Estatistica

Foi estimada a frequéncia de animais positivos para a infeccdo de acordo com as
variaveis qualitativas avaliadas. As associacfes entre as variaveis epidemiologicas e os
resultados da sorologia foram analisadas pelos testes de Qui-quadrado ou Exato de
Fisher, considerando-se nivel de significancia (a) de 5%. Todos os testes foram

realizados com o programa Statistix 9.0.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 212 amostras de soro analisadas, 44 foram reagentes para pelo menos um
dos 17 sorovares testados. Foram considerados como reagentes os titulos = 100, além
da ocorréncia de reacdo cruzada e/ou co-infec¢cdo, ou seja, quando o animal se
apresentou infectado com mais de um sorovar. ADLER; MOCTEZUMA (2010)
afirmaram que o critério para se considerar um resultado indicativo da ocorréncia de
infeccdo ativa por Leptospira sp. é aceito com titulos 2 400 no teste de SAM na
presenca de sinais clinicos, entretanto titulos menores podem indicar apenas o contato
prévio do animal com o agente infectante ou ainda animais em fase inicial da infeccéo.

Nas amostras avaliadas a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira sp. foi em
média de 20,75% (44/212) e, dentre as propriedades analisadas, 76,2% (16/21)
apresentaram pelo menos um animal reagente para um ou mais sorovares. A diferenca
de animais reagentes na SAM entre Soure e 0s demais municipios foi estatisticamente

significativa (P<0,05) conforme observado na Tabela 1.
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TABELA 1 - OCORRENCIA DE Leptospira sp., POR MUNICIPIOS E PROPRIEDADES,
EM AMOSTRAS DE SORO UTILIZANDO A TECNICA DE SOROAGLUTINACAO
MICROSCOPICA (SAM) E SANGUE PELA TECNICA DE PCR EM BUFALOS
PROVENIENTES DA ILHA DO MARAJO, PARA.

Propriedade | Municipio PCR SAM

N° Animais Positivos N° Animais Reagentes

1 15 4

2 8 1

3 Salvaterra 11 0 11 3

4 13 0 13 5

5 5 0 5 0

Total 29 0 52 13 (25%)

6 - - 9 0

7 8 0

8 9 1

9 Soure 12 2

10 8 0 8 2

11 8 0 10 1

12 8 0 10 1
Total 24 0 66 7 (10,66%)

13 10 0 10 3

14 10 0 10 2

15 Cachoeira 9 0 10 0

16 do Arari 15 0 16 2

17 8 0 10 2

18 10 0 13 8
Total 62 0 69 17 (24,63%)

19 4 0 4 0

20 Muana 7 0 7 4

21 14 0 14 3

Total 25 25 7 (28%)

TOTAL GERAL 140 0 212 44 (20,75%)

A ocorréncia da infecgdo por Leptospira sp. em rebanhos bubalinos pode ser

muito diferente de acordo com a regido estudada e do manejo sanitario praticado em

cada propriedade, além das condi¢cdes em que cada estudo foi realizado como o ponto

de corte e numero de sorovares utilizados na SAM. Pesquisas recentes foram

realizadas em diversos paises para determinar a ocorréncia de Leptospira sp. em

bafalos utilizando o teste de SAM. A frequéncia de amostras reagentes nesse estudo
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(20,75%), foi menor que a encontrada por GIRALDO et al. (2014) com bdufalos
provenientes de Caquetd na Coldmbia, onde encontraram prevaléncia de 37,3% de
amostras reagentes. Entretanto, € importante salientar que utilizaram como ponto de
corte a titulacdo 80, diferentemente do presente estudo onde foram considerados
reagentes apenas os titulos maiores ou iguais a 100. KONRAD et al. (2013), KENAR;
OZDEMIR (2013) e SUWANCHAROEN et al. (2013) também encontraram prevaléncia
maior de Leptospira sp., os resultados obtidos foram de 22,2%, 32,26% e 30,5% em
bafalos da Argentina, Turquia e Tailandia, respectivamente. Em estudo realizado com
bufalos provenientes de Trinidade e Tobago, ADESIYUN et al. (2009) obtiveram
prevaléncia de 14,6%, sendo esse resultado inferior aos obtidos em nosso estudo.

No Brasil, pesquisadores estudaram a prevaléncia de Leptospira sp. e seus
sorovares em rebanhos bubalinos provenientes de varios estados. Em estudo realizado
no estado de Sdo Paulo, SANDOVAL et al. (1979) e GIORGI et al. (1981) encontraram
6,9 e 6,7% de amostras de soro reagentes, respectivamente, sendo essa prevaléncia
inferior a encontrada no presente estudo. Resultados superiores foram encontrados por
CARVALHO et al. (2015) e BRASIL (2015) com 70,58% e 27,9% de animais positivos,
provenientes do Maranh&o e Paraiba, respectivamentede, e também por FAVERO et al.
(2002) e LANGONI et al. (1999), ambos do estado de Sao Paulo, com 43,7 e 37,7% de
ocorréncia, respectivamente.

No estado do Para, estudos foram conduzidos em bufalos com o objetivo de
verificar a ocorréncia de anticorpos contra Leptospira sp. utilizando a técnica de SAM.
DIAS et al. (2014) estudou 120 rebanhos bubalinos provenientes de diversos
municipios desse estado em um total de 4444 amostras e encontraram 85,4% de
animais positivos. OLIVEIRA et al. (2013) pesquisou 256 amostras de animais
provenientes de trés regides do Baixo Amazonas, llha do Maraj6 e do municipio de
Xinguara e encontraram 34,37% de animais reagentes. VIANA et al. (2009) em
pesquisa com bufalos provenientes dos municipios de Soure e Cachoeira do Arari na
llha do Maraj6 e Nova Timboteua e Ipixuna do Para, ambos localizados na regido
nordeste do Para, encontraram 80% de ocorréncia em 212 amostras de soro. SILVA et
al. (2009) utilizaram 127 amostras de animais provenientes de municipios localizados

na regido nordeste do estado e encontraram ocorréncia de 67,72% de soropositivos.
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VIANA et al. (2009) explicam que as altas ocorréncias podem ser atribuidas ao manejo
dos animais em areas alagadas e principalmente ao ineficiente manejo sanitario dos
rebanhos bubalinos na regido amazonica, tais como falta de diagndstico rotineiro e o
controle deficiente, além da auséncia de vacinacdo e a manutencdo de animais
positivos nas propriedades.

A diferenca na ocorréncia (20,75%) de animais reagentes do presente estudo
guando comparada aos demais trabalhos realizados no Brasil e em outros paises, pode
ser em decorréncia de alguns fatores, tais como a presenca de reservatorios nas
propriedades, clima, sistema de producdo intensivo, extensivo ou semi-extensivo e
manejo alimentar (ANDERSON, 2007). Além disso, a bubalinocultura no ambiente
amazoénico incluindo a Ilha do Maraj6 é extremamente dinamica, diversificada e os
animais sao submetidos a diferentes tipos de manejo que variam conforme a situacéo
econdmica e social de cada produtor. Essas diferencas podem refletir na ocorréncia da
leptospirose, até mesmo em rebanhos de propriedades vizinhas ou da mesma regiéo,
como demonstrado no presente estudo onde o municipio de Soure teve uma baixa
ocorréncia quando comparado aos demais municipios (Tabela 1). Todos esses achados
demonstram a importancia da leptospirose para a regiao, incluindo a llha do Marajé, e a
necessidade de medidas sanitarias especificas para evitar perdas econémicas nos
rebanhos bubalinos e danos a saude publica.

A ocorréncia de anticorpos contra Leptospira sp. nas propriedades amostradas
pode ser considerada muito alta (76,2%). A propriedade pode ser considerada positiva
quando ao menos um individuo é soropositivo, indicando que o rebanho obteve contato
com a bactéria. ADESIYUN et al. (2009) encontraram prevaléncia de 60% entre as
propriedades estudadas em Trinidad e Tobago. Em estudo realizado com bovinos em
um municipio localizado na Amazénia Paraense, HOMEM et al. (2001) encontraram
prevaléncia de 97% de propriedades com ao menos um animal soropositivo. Tais
resultados indicam que, embora existam animais nao reagentes nas propriedades
consideradas positivas, 0s mesmos estdo expostos ao agente que esta amplamente

disseminado no ambiente.
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Dentre os sorovares testados, 0os provaveis mais prevalentes foram Pomona
(40%) e Hardjo CTG (26%) e o maior titulo encontrado foi de 800 nesses mesmos

sorovares conforme tabela 2.

TABELA 2 - DISTRIBUICAO DE TiTULOS DE ANTICORPOS E SOROVARES PELO
TESTE DE SORO AGLUTINACAO MICROSCOPICA EM AMOSTRAS REAGENTES
PARA Leptospira sp. EM BUFALOS PROVENIENTES DA ILHA DO MARAJO, PARA,
BRASIL, 2015.

Sorovar Titulo de Anticorpo (numero de Frequéncia
amostras) (%)

Pomona 100 (9) 200 (8) 400 (2) 800 (1) 20 (40%)
Hardjo CTG 100 (4) 200 (5) 400 (2) 800 (2) 13 (26%)
Hardjo Prajtino | 100 (5) 200 (2) 400 (1) 8 (16%)
Grippotyphosa | 100 (1) 200 (1) 400 (2) 4 (8%)
Hardjo Bovis 400 (2) 2 (4%)
Guaricura 100 (1) 1 (2%)
Pyrogenes 100 (1) 1 (2%)
Wolffi 100 (1) 1 (2%)

Total 100 (22) 200 (16) 400 (9) 800 (3) 50 (100%)

Nota: Considerou-se que uma mesma amostra pode ser reagente para mais de um

sorovar (co-aglutinagéo).

CARVALHO et al. (2015) e KONRAD et al. (2013) em estudo com bufalos
provenientes do estado do Maranhd@o e da Argentina respectivamente, encontraram o
sorovar Pomona com maior prevaléncia, semelhante aos achados do presente estudo.
BRASIL et al. (2015) encontraram o sorovar Bratislava (11%) com maior prevaléncia,
porém o sorovar Pomona também teve alta incidéncia aparecendo em segundo lugar
(8,8%) em pesquisa realizada com bufalos provenientes da Paraiba, regido nordeste do
Brasil. KENAR; OZDEMIR (2013) encontraram o sorovar Hardjo Prajtino como sendo o
mais prevalente (66,67%), concordando parcialmente com os achados do presente
estudo, onde esse sorovar aparece como o terceiro mais encontrado. No estado de S&o
Paulo, os sorovares Hardjo e Wolffi aparecem entre os mais prevalentes (FAVERO et
al., 2002; LANGONI et al., 1999).
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Nos estudos conduzidos no estado do Para, diversos sdo o0s sorovares
encontrados em maior prevaléncia em amostras de soro de bufalos: SILVA et al. (2009)
encontraram Hardjo prajtino (15,75%) em bufalos da regido nordeste do estado, ja DIAS
et al. (2014) demonstraram o sorovar Hardjo com maior prevaléncia (65,2%), enquanto
VIANA et al. (2009) demonstraram o sorovar Autumnalis, seguido de Hardjo e Wolffi em
animais provenientes dos municipios de Soure e Cachoeira do Arari na llha do Maraj6 e
Nova Timboteua e Ipixuna do Parad. OLIVEIRA et al. (2013) encontraram o sorovar
Sentot (59%) e Hardjo Bovis (20,4%) entre 0s mais prevalentes, em estudo no Baixo
Amazonas, llha do Marajo e municipio de Xinguara no Para.

Em outros paises, o0s sorovares prevalentes também s&o diversos:
Grippotyphosa e Hardjo na Colémbia (GIRALDO et al., 2014) e Copenhageni em
Trinidade e Tobago (ADESIYUN et al., 2009).

As diferencas na prevaléncia de sorovares quando comparado a outras regioes
do Brasil e outros paises, assim como em outros estudos conduzidos no estado do
Pard e na llha do Maraj6, ja& eram esperadas. Existe grande variagdo nas diversas
regides do mundo em relacdo aos hospedeiros e aos sorovares de leptospira que
carreiam (LEVETT, 2001), podendo ocorrer diferencas até mesmo entre rebanhos
diferentes localizados entre regides préximas. Essas diferencas podem estar
relacionadas com o grau e o tipo de exposicdo aos diferentes reservatorios da
Leptospira sp., sejam eles animais domésticos, silvestres ou sinantropicos. Além disso,
fatores ambientais, ocupacdo, praticas agricolas e o numero e tipo de sorovares
utilizados no teste de soroaglutinacdo microscépica também podem ter influenciado na
prevaléncia dos diferentes sorovares (BHARTI, et al., 2003). Sendo esse ultimo fator
uma possivel explicacdo para as diferencas ocorridas em comparacdo com 0S
resultados encontrados por OLIVEIRA et al. (2013), onde o sorovar Sentot foi
demonstrado em maior prevaléncia, ja que esse sorovar nao foi utilizado na bateria de
antigenos do presente estudo. Diante desses resultados, sempre que a propriedade
apresentar problemas reprodutivos relacionados a leptospirose, reforca-se a
importancia dos estudos sorolégicos para conhecimento dos sorovares envolvidos e
adocdo de medidas de controle, como a producdo de vacinas especificas para o
rebanho.
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Sabe-se que o abortamento em bubalinos pode ocorrer devido a infecgéo por
Leptospira sp. de maneira semelhante ao que acontece em bovinos (FAINE et al.,
1999), sendo os sorovares Pomona e Hardjo, descritos como causadores de aborto
nessa espécie (LEVETT, 2001). Além do aborto, essas sorovariedades sao também
conhecidas por sua elevada patogenicidade, podendo causar ictericia, hemorragias e
morte (FAINE et al., 1999; CHIEBAO, 2010). Dessa forma, ressalta-se a importancia da
infeccéo pelo sorovar Pomona encontrado em maior prevaléncia no presente estudo.

Os periodos de idade pré-estabelecidos indicaram diferenca estatistica entre
bufalos soropositivos e soronegativos (P<0,05) (Tabela 3). LANGONI et al. (1999),
VIANA et al. (2009), KENAR; OZDEMIR (2013) e KONRAD et al. (2013) em estudo com
bafalos provenientes do Vale do Ribeira, estado do Para, Turquia e Argentina
respectivamente, ndo encontraram diferenca significativa na soropositividade dos
animais com relacéo a idade. SUWANCHAROEN et al. (2013) em estudo com bovinos
e bufalos na Tailandia demonstraram que a soropositividade para Leptospira sp.
aumentou conforme a idade, semelhante ao presente estudo onde os animais acima de
1,5 anos tiveram maior ocorréncia de anticorpos. Segundo esses mesmos autores, a
explicagdo mais plausivel para esses resultados € de que os animais mais velhos
possuem mais oportunidades de exposi¢cdo ao longo do tempo e consequentemente
maior probabilidade de serem infectados e se tornarem portadores cronicos.

TABELA 3 - RESULTADO DA SOROAGLL}TINAQAO MICROSCOPICA PARA
Leptospira sp. SEGUNDO A FAIXA ETARIA EM ANOS DE BUFALOS
PROVENIENTES DA ILHA DO MARAJO, PARA, 2015.

Faixa etaria Reagentes N&o reagentes Total % Reagentes

< 1,5 anos 16 102 118 13,55%

>1,5 anos 28 66 94 29,8%
Total 44 168 212

Na Tabela 4 ¢é possivel observar que o efeito sexo nao influenciou
significativamente na soropositividade das analises de SAM para os animais avaliados
(P>0,05). ADESIYUN et al. (2009) e KENAR; OZDEMIR (2013) também n&o
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observaram influéncia do sexo com relacdo aos resultados positivos obtidos na SAM
em estudo com bufalos provenientes de Trinidad e Tobago e Turquia, respectivamente.

TABELA 4 - RESULTADO DA SOROAGLU'I"INA(;AO MICROSCOPICA (SAM) PARA
Leptospira sp. SEGUNDO O SEXO DE BUFALOS PROVENIENTES DA ILHA DO
MARAJO, PARA, 2015.

Sexo Reagentes Nao reagentes Total % Reagentes
Macho 5 31 36 13,9%
Fémea 39 137 176 22,16%

Total 44 168 212

Todas as 140 amostras de sangue total analisadas por PCR foram negativas, ao
passo que 34 amostras de soro correspondentes analisadas pela SAM foram positivas
e 106 negativas.

Segundo Cheema et al. (2007) a SAM nao contribui para o diagnéstico precoce
da leptospirose, ja que os anticorpos sdo detectados apenas sete a 10 dias apos a
infeccdo. Dessa forma, a PCR deve ser usada pois € um método rapido e especifico de
diagndstico, podendo ser utilizada para diagnéstico precoce da doenca (HAMOND et
al., 2012). Em experimento com bovinos, GUMUSSOQY et al. (2009) utilizaram a PCR
em amostras de sangue e urina de animais sororeagentes para Leptospira sp.,
encontrando resultados positivos apenas na urina. Ja FONTANA (2011) em pesquisa
realizada com porcos monteiro, utilizou 151 amostras obtendo 108 reagentes na SAM e
nenhum positivo utilizando a PCR em amostras de sangue total para pesquisa de
Leptospira sp. Resultados negativos ocorreram provavelmente devido a rapida fase de
leptospiremia, onde as chances de encontrar animais positivos em amostras
sanguineas € maior. ROMANI (2012) em estudo com bovinos na regidao do Pantanal
encontrou fraca correspondéncia entre os resultados obtidos na PCR usando amostras
de sangue em comparacdo com a SAM. Dentre os 133 animais sororeagentes apenas
2 foram positivos na PCR e nos 134 negativos ha SAM obteve-se um positivo na PCR.

No presente estudo ndo houve correspondéncia entre os bufalos reagentes na
SAM com os resultados obtidos na PCR. Tal fato pode indicar que os animais

infectados ndo se encontram na fase de leptospiremia da infec¢éo, pois de acordo com
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LEVETT (2001), as leptospiras possuem um curto tempo de circulagdo no sangue, por
volta de 7 dias, de acordo com a imunidade de cada animal. Além disso, a presenca de
anticorpos revela o provavel carater crénico da infeccdo. Dessa forma, a PCR utilizando
amostras de sangue é Util para o diagnostico de Leptospira sp. nos primeira semana da

infeccdo, ou seja, na fase de leptospiremia ou fase aguda (MERIEN et al., 1995).

3.4 CONCLUSAO

Anticorpos contra Leptospira sp. foram demonstrados em bufalos na Ilha do
Marajo, ndo havendo concordancia no diagndstico de Leptospira sp. entre a PCR,
utilizando amostras de sangue total e a prova de SAM. A presenca desses anticorpos
pode indicar a participacdo da espécie bubalina no ciclo epidemioldgico da leptospirose,
podendo atuar como reservatério do agente. Tal fato representa risco para a saude
publica, j& que os bufalos podem atuar como fonte de infeccdo para o homem e outros
animais que vivem nas propriedades. Além disso, indica a necessidade de controle
sanitario efetivo, uma vez que a leptospirose ocasiona perdas econémicas no rebanho.
As diferencas observadas na frequéncia de animais positivos nos diversos trabalhos
demonstram a necessidade de realizacao de mais estudos na llha do Marajo, com foco
nos fatores de risco, para melhor compreenséo do ciclo epidemiolégico da leptospirose

na regiao.
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4. DIAGNOSTICO SOROLOGICO E MOLECULAR DE Leptospira sp. EM BUFALOS
(Bubalus bubalis) ABATIDOS EM FRIGORIFICO, PROVENIENTES DO MUNICIPIO
DE SOURE NA ILHA DO MARAJO, PARA, BRASIL.

RESUMO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada por bactérias do género
Leptospira que pode comprometer a sanidade de rebanhos bubalinos, causar
problemas reprodutivos e consequentemente prejuizos econdmicos. O objetivo do
estudo foi determinar a ocorréncia de Leptospira sp. em amostras de soro, sangue total,
rim, figado e urina, esses materiais foram provenientes de bufalos abatidos em um
frigorifico no municipio de Soure, Ilha do Maraj6, Para. Para andlise das amostras de
soro foi utilizada a técnica de soroaglutinacdo microscépica (SAM), utilizando 17
sorovares de Leptospira sp., considerando-se reagentes as amostras cujo titulo fosse
igual ou superior a 100. A técnica de PCR foi usada para analisar as amostras de
sangue total, figado, rim e urina. A ocorréncia de amostras de soro reagentes foi de
45% (18/40) e os sorovares mais prevalentes foram Pomona (31,6%) e Hardjo CTG
(31,6%). Na PCR 32,5% (13/40) das amostras foram positivas, sendo 10 em amostras
de rim, 2 em amostras de rim e figado simultaneamente e 1 em amostra de figado.
Todas as amostras de sangue total e urina foram negativas. A analise das duas
técnicas em conjunto, bem como o uso da PCR nas diferentes amostras, permitiu
identificar a provavel fase de infeccdo em que se encontravam os animais, além de
ressaltar a importancia do uso dessas técnicas de forma complementar no diagndstico
da leptospirose. Os resultados obtidos comprovam a participacdo dos bufalos no ciclo
epidemioldgico da leptospirose, inclusive como portadores renais do agente.

Palavras-chave: PCR, soroaglutinacdo microscopica (SAM), rim, figado, urina.
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SEROLOGICAL AND MOLECULAR DIAGNOSIS of Leptospira sp. IN BUFFALO
(Bubalus bubalis) SLAUGHTERED FROM SOURE, MARAJO ISLAND, PARA,
BRAZIL.

ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonosis of worldwide distribution caused by bacteria the genus
Leptospira that may compromise the health of buffalo herds, developing reproductive
problems and consequently economic losses. The aim of the study was to determine the
occurrence of Leptospira sp. in samples of serum, whole blood, kidney, liver and urine,
these materials were obtained from slaughtered buffalo in the municipality of Soure,
Marajo Island, Para. For analysis of serum samples was used microscopic agglutination
technique (MAT) with 17 Leptospira sp. serovars, considering reagents samples whose
title was equal or higher than 100. The PCR technique was used to analyze samples of
whole blood, liver, kidney and urine. The occurrence of seropositive samples was 45%
(18/40) and the most prevalent serovars were Pomona (31.6%) and Hardjo CTG
(31.6%). In PCR 32.5% (13/40) of the samples were positive, with 10 samples from
kidney, two samples from kidney and liver simultaneously, and only one from liver. All
samples of whole blood and urine were negative. The analyzes of the two techniques
together, as well as the use of PCR in the different samples, allowed to identify the
probable stage of infection in which the animals were, in addition to highlighting the
importance of using these techniques in the diagnosis of leptospirosis. The results
confirm the participation of buffaloes in the epidemiological cycle of leptospirosis, even
as kidney agent carriers.

Keywords: PCR, microagglutination test (MAT), kidney, liver, urine.
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4.1 - INTRODUCAO

A bubalinocultura no Brasil é uma prética rentavel, além de estar em plena
expansdo. Os bufalos sdo animais rusticos e resistentes, porém suscetiveis a diversas
enfermidades infecciosas que podem comprometer a sanidade do rebanho, causar
prejuizos econdmicos, além de causar danos a saude publica. Dessa forma, estudos
sobre doencas infecciosas que acometem os bubalinos, principalmente a leptospirose,
sdo essenciais para determinar medidas sanitarias especificas (BERNARDES, 2007).
De acordo com dados da Pesquisa da Producdo Pecuaria Municipal (IBGE, 2011) o
estado do Para possui aproximadamente 485.033 cabecas de bubalinos, sendo que
64% (311.664) desse efetivo se encontra na llha do Maraj6é que possui 0 maior rebanho
dessa espécie no Brasil.

A leptospirose € uma zoonose causada por uma bactéria espiroqueta do género
Leptospira, que pertence a familia Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (LEVETT,
2001). E considerada um problema de salde publica mundial, principalmente em
regides tropicais e subtropicais imidas, onde estéo localizados a maioria dos paises em
desenvolvimento. Quando comparado a paises de clima temperado, o problema nessas
regides é maior, ndo somente pelas questdes ambientais e climaticas, mas também
pelas condicfes precarias de habitacdo e saneamento basico (WHO, 2003).

A infeccdo é dividida basicamente em duas fases: aguda e cronica ou
convalescente. A leptospira penetra no organismo nos pequenos ferimentos cutaneos,
mucosas ou ainda na pele molhada, ocorrendo disseminacdo da bactéria na corrente
circulatéria, podendo se multiplicar em varios tecidos, principalmente no figado (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010). Apés essa fase inicial, o0s mecanismos imunolégicos reduzem a
quantidade de leptospiras na circulacdo que ficam em maior concentracao nos tecidos,
principalmente nos rins onde ficam aderidas no epitélio dos tubulos renais, se
multiplicando e sendo eliminadas na urina de forma intermitente, caracterizando a fase
cronica de portador renal e de leptospiruria (LEVETT, 2001).

Em propriedades rurais, roedores sinantropicos e animais silvestres podem atuar
como fonte de disseminagédo e manutencgao das leptospiras no ambiente, pois devido a

grande oferta de alimentos, esses animais convivem muito proximos aos animais de
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producdo (CHIEBAO, 2010). Os bovinos também podem ser responsaveis pela
manutencdo das bactérias nas propriedades, sendo considerados importantes
disseminadores da doenca para humanos e outros animais (VASCONCELLOS, 1997).

Em animais de producéo, a leptospirose ocasiona desordens reprodutivas, tais
como nascimento de animais debilitados, abortamentos, natimortos, repeticbes de cio,
mastite, além de problemas como nefrite e condenacdo de visceras apds inspecéo
veterinaria (FAINE et al, 1999; SANTA ROSA et al, 1961; SANDOVAL et al, 1979). As
perdas econdmicas causadas pela leptospirose estdo ligadas as falhas reprodutivas,
queda da producdo de leite e carne e custos com medicamentos, assisténcia
veterindria, vacinas e exames laboratoriais (FAINE et al, 1999). Em bubalinos, o aborto
devido a infeccdo por Leptospira sp. ocorre como consequéncia de infeccao sistémica,
podendo ocorrer ainda na fase aguda da doenca, mas geralmente ocorrem no terco
final da gestagédo (NARDI et al, 2006).

Para confirmacao do diagndstico clinico e epidemioldgico da leptospirose podem
ser usados métodos sorolégicos e moleculares (LEVETT, 2001) e diversos estudos
demonstram que, por detectarem a doenca em estagios e fases distintos, tais métodos
podem fornecer resultados discordantes, porém complementares (BAL et al., 1994;
FONSECA et al.,, 2006; OOTEMAN et al., 2006; KOSITANONT et al., 2007).
Atualmente, a soroaglutinacdo microscopica (SAM) e a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para deteccao de DNA de Leptospira sp., sdo as ferramentas mais importantes
no diagnéstico da infeccdo. Esses testes possuem vantagens e desvantagens e o
desempenho de cada um varia conforme diversos fatores, principalmente com relacao a
fase da infeccdo (SCHULLER et al., 2015).

A SAM é o teste sorologico de referéncia no diagnostico laboratorial da
leptospirose, recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude, além de ser utilizado
também em inquéritos soroepidemioldgicos. Embora seja um teste sensivel e especifico
na deteccdo de anticorpos contra Leptospira sp., a SAM possui baixa sensibilidade na
identificacdo do sorovar infectante, indicando apenas o provavel sorogrupo no qual o
sorovar infectante esta incluido (LEVETT, 2001; WHO, 2003; SYKES, et al, 2011). Com
relacdo a sua interpretacdo, ndo € possivel afirmar que os animais reagentes estejam

realmente infectados, pois a presenca de anticorpos nao indica infec¢ao ativa, existindo
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a necessidade de sorologias pareadas para verificar a soroconversao e fazer uma
interpretacdo segura. Por outro lado, resultados negativos ndo excluem a possibilidade
de infeccdo devido a necessidade da producdo de anticorpos pelo animal que pode
levar de 7 a 10 dias apdés o contato com o agente, além disso os portadores (fase
cronica) podem apresentar titulos abaixo dos niveis detectaveis (WHO, 2003). No Brasil
esse teste é amplamente utilizado por diversos pesquisadores para verificar a
ocorréncia de anticorpos contra Leptospira sp. em bubalinos nas diversas regides do
pais e as frequéncias variam entre 6,7 e 85,4% (SANDOVAL et al.,1979; GIORGI et al.,
1981; LANGONI et al., 1999; FAVERO et al.; 2002; DIAS et al., 2014; CARVALHO et
al., 2015).

O método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é utilizado no diagndstico
da leptospirose por meio da deteccdo e amplificacdo do DNA de Leptospira sp. de
diversos tecidos ou fluidos corpéreos (WHO, 2003). A escolha do tipo de amostra
depende da fase da infeccdo, ja que as leptospiras podem ser encontradas em
diferentes momentos do diagndstico. No sangue € possivel encontra-las nos primeiros
10 dias apds o contato com 0 agente e esse evento caracteriza a fase de leptospiremia,
sendo que apos esse periodo € possivel encontrar seu material genético na urina que
caracteriza a fase de leptospiruria. Entretanto, podem ocorrer variagdes dependendo da
resposta imune do hospedeiro e o tipo de leptospira infectante. Apés a morte do animal,
€ possivel utilizar a técnica de PCR em amostras de tecidos, sendo que durante a fase
cronica da infeccéo o rim é o tecido de eleicdo para a colonizacao por leptospiras, ja na
fase de leptospiremia o figado € o 6rgdo mais comumente afetado. As técnicas
convencionais de PCR nao sdo capazes de identificar o sorovar infectante (ADLER,
MOCTEZUMA, 2010; SCHULLER et al., 2015).

Sendo assim, o0 objetivo do presente trabalho foi determinar a ocorréncia de
anticorpos contra Leptospira sp. em bufalos abatidos em frigorifico e verificar a
participacdo de animais sorologicamente positivos e negativos, na fase aguda e
cronica, usando fragmentos de rim e figado e amostras de sangue total e urina, pela
técnica de PCR, bem como comparar a interpretacdo dos resultados entre as provas de

SAM e PCR nas diferentes amostras.
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4.2 - MATERIAL E METODOS

4.2.2 Area do estudo

A ilha do Maraj6 pertence ao estado do Para, sendo considerado o
maior arquipélago flavio-maritimo do mundo, localizada a aproximadamente 80 km da
capital Beléem. As amostras foram colhidas em Soure que tem 24.286 habitantes e &
considerado o maior municipio da llha da Maraj6, possuindo a segunda maior
populacdo de bufalos, estimada em 60.226 animais (Figura 6). O clima predominante é
equatorial, quente e imido com média de 27°C e nao existe periodo seco definido, com
chuvas abundantes no periodo de dezembro a maio e menos chuvoso de junho a

novembro. A precipitacdo pluvial anual € 3000 mm (IBGE, 2011).
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Figura 6 - Localizacdo do municipio de Soure na llha do Maraj6é — PA,
Brasil.
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4.2.3 Colheita de amostras

Foram colhidas 40 amostras de sangue total, soro, fragmentos de figado e rim,
além de 7 amostras de urina de carcacas de bufalos, machos e fémeas, abatidos no
Abatedouro Municipal de Soure, todos provenientes de propriedades desse municipio.

As amostras de sangue foram coletadas diretamente do animal no momento da
sangria em tubos com e sem anticoagulante com capacidade de 4 mL de sangue. Para
a obtencédo de soro, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm durante 15 minutos.
Os soros sobrenadantes foram aspirados e aliquotados em tubos conicos tipo
eppendorf com capacidade para 1,5 mL, assim como as amostras de sangue total.

Todas as amostras foram congeladas a -20° C para posterior processamento.

4.2.4 Soroaglutinacdo Microscoépica

A presenca de anticorpos contra Leptospira sp. no soro dos animais foi realizado
por meio do teste de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) no Nucleo de Pesquisas em
Zoonoses da UNESP Campus Botucatu. Foram considerados reagentes titulos = 100 e
a ocorréncia de reacdo cruzada ou co-infeccdo (WHO, 2003), utilizando- se 17
antigenos de Leptospira sp. (Quadro 1)
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QUADRO 2 - ANTIGENOS DE Leptospira sp. UTILIZADOS NA TECNICA DE
SOROAGLUTINAGAO MICROSCOPICA (SAM) EM AMOSTRAS PROVENIENTES DE
BUFALOS DO MUNICIPIO DE SOURE, ILHA DO MARAJO, PARA.

Sorogrupo Sorovar
Australis Bratislava
Canicola Canicola
Djasiman Djasiman

Icterohaemorraghiae Copenhageni ,
Icterohaemorraghiae
Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Hardjo
Wolffi
Hardjo Praijtino
Sejroe Hardjo Minis
Hardjo CTG
Hardjo Bovis
Guaricura
Ballum Castellonis
Shermani Tarassovi
Grippotyphosa Grippotyphosa

Para a prova de triagem, as amostras de soro foram diluidas a 1:50, utilizando-se
100uL de soro e 4.9 mL de solugdo salina tamponada de fosfatos (PBS) pH 7,6. Em
microplacas, devidamente identificadas e marcadas, distribuiu-se 25 yL do soro diluido
e adicionou-se 25 pL dos sorovares, passando a diluicdo final em cada poco para
1:100. O mesmo procedimento foi realizado para uma amostra de controle negativo. As
amostras foram incubadas em estufa a 37°C durante duas horas. A leitura foi realizada
diretamente na microplaca em microscépio de campo escuro, considerando reagentes
as amostras que apresentaram no minimo 50% de aglutinagéo.

A prova de titulacao foi realizada com as amostras positivas na prova de triagem
e apenas com 0s sorovares reagentes. A partir da diluicdo 1:100, as amostras foram
diluidas em razao 1:2 até a diluicdo de 1:3200. Apods a incubacéo por 2 horas, a leitura

é realizada conforme descrito na prova de triagem, considerando como titulo a maior
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diluicdo do soro capaz de aglutinar 50% ou mais das leptospiras em compara¢cdo com o

controle negativo.

4.2.5 Reacao em cadeia da polimerase

Amostras de sangue total, urina e fragmentos de figado e rim foram utilizadas
para a reacdo PCR. A extracdo de DNA foi realizada utilizando o PureLink Genomic
DNA Kit, conforme recomendacdes do fabricante. Apds a extracdo, as amostras de
DNA foram quantificadas em fluordbmetro QuBit (Invitrogen, USA) e a integridade do
DNA foi verificada utilizando gel de agarose a 0,8% corado com SyBr Safe DNA gel
stain (Invitrogen, USA). Para o controle positivo da extracéo foi utilizado uma cepa de
Leptospira interrogans sorovar Hardjo, mantida em meio EMJH, previamente
centrifugada (3000 rpm por 10 minutos) e ressuspendida 2 vezes em PBS pH 7,6
estéril. Agua Miliq foi utilizada como controle negativo.

Para amplificacgo do DNA de Leptospira sp., foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores género-especificos descritos por Mérien et al. (1992), os
quais amplificam 331 pb conforme segue: LEP 1 (6 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3')
e LEP 2 (5 TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3).

A amplificacdo do DNA foi realizada de acordo com protocolo adaptado descrito
por Mérien et al. (1992). As reacfes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2mL
com volumes totais de 25uL, sendo 2,5uL de solucdo tampao de PCR (50mM KClI,
10mM Tris-HCI pH 8,0), 0,75uL de MgCI2 (1,5mM), 0,5uL de solucdo de dNTP (0,2mM),
0,2uL de Taqg Platinum DNA (1U) (Invitrogen, USA), 1,5uL de cada iniciador (10uM),
15uL de agua ultrapura e 3uL de DNA da amostra extraida.

A reacao de amplificagcéo foi feita em termociclador Veriti (Life Technology), com
a seguinte programacao: desnaturacéo inicial a 94°C por 3 min, 35 ciclos de 94°C por 1
min., anelamento a 63°C por 1 min. e meio e extensao a 72°C por 2 min, incluindo-se
10 min. adicionais a 72°C, para completar a extensao dos segmentos amplificados.

Os produtos da amplificagdo foram submetidos a técnica de eletroforese.
Preparou-se gel de agarose a 1% corado com SyBr Safe DNA gel stain (Invitrogen,
USA). Foram aplicados 10 pL do produto de PCR e como marcador de peso molecular
foi utilizado o 100 pb ladder (Invitrogen, USA). O gel foi submetido a corrida
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eletroforética em cuba contendo TBE 1 X (0,1M Tris, 0,09 M de acido bérico e 0,001 M
de EDTA) e a voltagem de 60V por aproximadamente 1h. O gel foi visualizado no

Sistema de Fotodocumentacao L-Pix Touch (Loccus Biotecnologia, Brasil).

4.3 -= RESULTADOS

4.3.1 — Soroaglutinacdo microscopica

Dentre as amostras de soro analisadas pela SAM, 45% (18/40) foram reagentes
para pelo menos um dos 17 sorovares testados. Foram considerados como reagentes
os titulos = 100, além da ocorréncia de reagao cruzada e/ou co-infeccdo, ou seja,
quando o animal esta infectado com mais de um sorovar.

Dentre os sorovares testados, 0s provaveis mais prevalentes foram Pomona e
Hardjo CTG, ambos com 31,6% de prevaléncia e o maior titulo encontrado foi de 1:800

nos sorovares Pomona e Grippotyphosa conforme Tabela 5.

TABELA 5 - DISTRIBUICAO DE TiTULOS DE ANTICORPOS E SOROVARES PELO
TESTE DE SOROAGLUTINACAO MICROSCOPICA (SAM) EM AMOSTRAS
REAGENTES PARA Leptospira sp. EM BUFALOS PROVENIENTES DE
ABATEDOURO NO MUNICIPIO DE SOURE, PARA, BRASIL, 2015.

Sorovar Titulo de Anticorpo (niumero de amostras) Frequéncia
(%)
Pomona 100 (1) 200 (2) 400 (2) 800 (1) 6 (31,6%)
Hardjo CTG 100 (1) 200 (1) 400 (4) 6 (31,6%)
Grippotyphosa | 100 (2) 400 (1) 800 (1) 4 (21%)
Hardjo Prajtino | 100 (3) 3 (15,8%)
Total 100 (7) 200 (3) 400 (7) 800 (2) 19 (100%)

4.3.2 — PCR para Leptospira sp.

Dentre os 40 bufalos avaliados, 13 (32,5%) foram positivos na PCR, sendo 10
em amostras de rim, 2 em amostras de rim e figado simultaneamente e 1 em amostra

de figado. Todas as amostras de sangue total e urina foram negativas.
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4.3.3 — Relacédo entre as técnicas e as diferentes amostras utilizadas

Dos 40 bufalos estudados, 23 (57,5%) foram positivos em pelo menos um tipo de
amostra, seja na SAM ou na PCR e 17 (42,5%) foram negativos em todas as amostras
e/ou testes utilizados.

Comparando o resultado da PCR nas 7 amostras de urina com 0S outros testes
em amostras de animais correspondentes, 3 foram positivos apenas na SAM; 1 foi
positivo na SAM e na PCR de rim e 3 negativos em todos os testes. Nenhuma amostra
de figado correspondente foi positiva na PCR.

Na Tabela 6 estéo os resultados considerando apenas 0s animais positivos em

pelo menos um dos testes ou um tipo de amostra.

TABELA 6 - RESULTADO DOS 23 BUFALOS POSITIVOS PARA Leptospira sp. EM
PELO MENOS UMA DAS AMOSTRAS DE RIM E FIGADO PELA TECNICA DE PCR
OU AMOSTRA DE SORO UTILIZANDO A TECNICA DE SAM.

SAM PCR Figado PCR Rim N° de
animais
+ + + 2
+ + - 1
+ - + 5
+ - - 10
- - + 5
Total 23
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4.4 — DISCUSSAO

Esse trabalho verificou a presenca de anticorpos contra Leptospira sp. em
bafalos abatidos no Abatedouro Municipal de Soure, sendo todos o0s animais
provenientes de propriedades localizadas nesse municipio. Segundo ADLER;
MOCTEZUMA (2010), titulos = 400 no teste de soroaglutinagdo microscépica (SAM), na
presenca de sinais clinicos, é indicativo de infeccdo ativa, porém titulos menores
indicam o contato prévio do animal com a Leptospira sp. ou ainda animais em fase
inicial da infeccdo. De um total de 40 amostras analisadas, 18 (45%) foram reagentes
na SAM, indicando a presenca do agente entre as propriedades do municipio de Soure,
inclusive com titulos = 400.

Estudos recentes foram realizados em outros paises para determinar a
ocorréncia de Leptospira sp. em bufalos utilizando o teste de SAM, sendo a ocorréncia
de amostras reagentes nesse estudo (45%) maior que a encontrada por GIRALDO et
al. (2014); KONRAD et al. (2013); KENAR; OZDEMIR (2013); SUWANCHAROEN et al.
(2013) e ADESIYUN et al. (2009) que obtiveram frequéncia de 37,3%, 22,2%, 32,26%,
30,5% e 14,6% em bufalos da Colédmbia, Argentina, Turquia, Tailandia e Trinidade e
Tobago, respectivamente.

No Brasil, em estudos realizados no estado de Sdo Paulo, SANDOVAL et al.
(1979); GIORGI et al. (1981); FAVERO et al. (2002) e LANGONI et al. (1999),
encontraram 6,9%, 6,7%, 43,7% e 37,7% de amostras de soro reagentes,
respectivamente, sendo essas frequéncias inferiores a encontrada no presente estudo.
Resultados superiores foram encontrados por CARVALHO et al. (2015) em amostras de
soro de bufalos do estado do Maranhéo, com 70,58% de animais positivos.

No estado do Para, DIAS et al. (2014) estudaram 120 rebanhos bubalinos em um
total de 4444 animais e VIANA et al. (2009) pesquisaram 212 bubalinos provenientes
dos municipios de Soure e Cachoeira do Arari na Ilha do Marajo e Nova Timboteua e
Ipixuna do Para, e encontraram 85,4% e 80% de animais reagentes na SAM,
respectivamente. OLIVEIRA et al. (2013) pesquisaram 256 amostras de animais
provenientes de trés regides do Baixo Amazonas, llha do Marajo e do municipio de
Xinguara e encontraram 34,37% de animais positivos. De acordo com VIANA et al.
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(2009) essas altas ocorréncias podem ser atribuidas principalmente ao manejo sanitério
ineficiente dos rebanhos bubalinos na regido amazénica, tais como falta de diagndstico
rotineiro e controle deficiente, auséncia de vacinacao e falta de tratamento ou descarte
de animais positivos. Esses achados demonstram a importancia da leptospirose para a
regido, incluindo a llha do Marajo, e a necessidade de medidas sanitarias especificas
para evitar perdas econémicas nos rebanhos bubalinos e danos a saude publica.

As diferencas na ocorréncia de anticorpos encontradas no presente estudo
(45%) quando comparadas aos demais trabalhos realizados no Brasil e em outros
paises, podem ter ocorrido devido a varios fatores, tais como: presenca de reservatorios
nas propriedades, clima, tipo de producédo, manejo alimentar, programa de vacinacao,
além das diferentes técnicas de manejo sanitario realizado em cada propriedade
(ANDERSON, 2007). Além disso, amostras soroldgicas colhidas em animais
provenientes de abatedouro ndo representam amostragem adequada para estudo de
prevaléncia em uma determinada regido, mas refletem uma visao geral da ocorréncia e
podem sugerir quais 0s sorovares mais importantes na regido de origem dos animais
(SHIMABUKURO et al., 2003).

O conhecimento sobre o0s sorovares prevalentes e seus hospedeiros de
manutencdo é essencial para o entendimento da epidemiologia da doenca em uma
determinada regido (LEVETT, 2001). CARVALHO et al. (2015) e KONRAD et al. (2013)
em estudo com bufalos provenientes do estado do Maranhdo e da Argentina
respectivamente, encontraram Pomona com maior prevaléncia, semelhante aos
achados do presente estudo. BRASIL et al., 2015 encontraram o sorovar Pomona como
o0 segundo mais prevalente em bufalos provenientes da Paraiba, regido nordeste do
Brasil. KENAR; OZDEMIR (2013) encontraram o sorovar Hardjo Prajtino como sendo o
mais prevalente, concordando parcialmente com os achados do presente estudo, onde
esse sorovar aparece como o terceiro mais encontrado. No estado do Para, SILVA et al.
(2009), encontraram o sorovar Hardjo Prajtino com maior prevaléncia. Outros estudos
no estado do Para demonstraram os sorovares Hardjo e Wolffi como mais prevalentes
(DIAS et al., 2014; VIANA et al., 2009). No estado de Sao Paulo, os sorovares Hardjo e
Wolffi também aparecem entre os mais prevalentes (FAVERO et al., 2002; LANGONI et

al., 1999). Em outros paises, variados sorovares sdo encontrados em maior
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prevaléncia: Grippotyphosa e Hardjo na Colombia (GIRALDO et al., 2014) e
Copenhageni em Trinidade e Tobago (ADESIYUN et al., 2009). E importante ressaltar
gue os sorovares Hardjo, Hardjo Prajtino e Wolffi, encontrados em maior prevaléncia na
maioria dos estudos acima citados, pertencem ao sorogrupo Sejroe. Sabe-se que o
abortamento em bubalinos pode ocorrer devido a infeccdo por Leptospira sp. de
maneira semelhante ao que acontece em bovinos (FAINE et al.,, 1999), sendo os
sorovares Pomona e o sorogrupo Sejroe, onde estdo os sorovares Hardjo e suas
variaveis, descritos como causadores de aborto nessa espécie (LEVETT, 2001). Além
do aborto, essas sorovariedades também sdo conhecidas por sua elevada
patogenicidade, podendo causar ictericia, hemorragias e morte, tanto em animais
guanto em seres humanos (FAINE et al.,, 1999; CHIEBAO, 2010). Dessa forma,
ressalta-se a importancia da infeccdo por esses sorovares, que foram encontrados em
maior prevaléncia no presente estudo, inclusive com possiveis danos a saude publica e
risSCOS para as pessoas que manuseiam esses animais, seja nas fazendas ou no
contato durante o abate.

As diferencas na prevaléncia dos sorovares sdo esperadas nas diferentes
localizacOes geograficas e até mesmo em rebanhos distintos de uma mesma regiao,
pois dependem do grau e o tipo de exposicdo aos diferentes reservatorios da
Leptospira sp., sejam eles animais domésticos, silvestres ou sinantropicos. Além disso,
fatores ambientais, ocupacdo, praticas agricolas e o numero e tipo de sorovares
utilizados no teste de soroaglutinacdo microscopica também podem influenciar na
prevaléncia dos diferentes sorovares (BHARTI, et al., 2003). Com relagdo a esse ultimo
fator, € necessario que se utilize o maior nimero de antigenos possiveis no teste de
SAM para obter informacdes detalhadas sobre a epidemiologia do local e evitar
resultados falso-negativos.

Todas as amostras de urina do presente estudo foram negativas na PCR,
entretanto esses resultados ndo excluem a possibilidade de infeccéo e eliminacédo de
leptospiras no ambiente. Os resultados negativos nesse caso podem ocorrer devido a
presenca de substancias inibidoras da propria urina, tais como ureia e creatinina, além
do congelamento da amostra antes da extracdo do DNA que pode causar lise das
bactérias (LUCCHESI et al., 2004). Alem desses fatores, existe ainda a possibilidade
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das amostras ndo conterem a bactéria, uma vez que sua eliminacdo pela urina é
intermitente (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

Comparando-se os resultados obtidos na sorologia com os obtidos na PCR de
urina, trés animais foram positivos na SAM e negativos na PCR. Entretanto, a
leptospirtria pode ndo se relacionar aos resultados da SAM, os animais podem eliminar
leptospiras na urina ja na fase aguda da infeccdo, antes mesmo da formacgédo de
anticorpos detectaveis pela SAM ou ainda na fase cronica quando titulos de anticorpos
podem ndo ser mais detectaveis na sorologia, além disso, a leptospirdria pode ser
intermitente (BAL, et al.,1994; SCHULLER, et al., 2015).

As amostras de sangue analisadas através da PCR no presente estudo
apresentaram resultados negativos na deteccdo de DNA de leptospiras. Em
experimento com 500 bovinos provenientes da Turquia, GUMUSSOY et al. (2009)
utilizaram a PCR em amostras de sangue de animais sororeagentes para Leptospira sp.
e também ndo encontraram resultados positivos. Com resultados também semelhantes,
FONTANA (2011) em pesquisa realizada com porcos monteiro, utilizou 151 animais e
nenhum foi positivo na PCR em amostras de sangue para pesquisa de DNA de
Leptospira sp. Ja& ROMANI (2012) em estudo com bovinos na regido do Pantanal
encontrou resultados positivos na PCR usando amostras de sangue, sendo que dentre
0s 133 animais sororeagentes 2 foram positivos na PCR e nos 134 negativos na SAM
obteve-se um positivo na PCR. Em experimento com bovinos provenientes de um
frigorifico no Iran, AZIZI et al. (2012) obtiveram 7/24 (29,2%) amostras de sangue
positivas na PCR. Um resultado positivo utilizando amostra de sangue em conjunto com
a presenca de sinais clinicos é um forte indicio de leptospirose aguda (LEVETT, 2001;
SCHULER et al., 2015). Resultados negativos na PCR usando amostras de sangue
total podem ocorrer devido a rapida fase de leptospiremia, que se caracteriza pela alta
concentracdo do agente na corrente sanguinea. Dessa forma, a PCR utilizando
amostras de sangue é util para o diagndstico de Leptospira sp. na primeira semana da
infeccdo, ou seja, na fase de leptospiremia ou fase aguda (MERIEN et al., 1995;
LEVETT, 2001).

Trés amostras de figado (7,5%) foram positivas na PCR indicando a participacao
dos animais na fase aguda da infeccdo, sendo o figado o 6rgdo mais afetado durante a
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fase de leptospiremia (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; SCHULLER et al.,, 2015). De
acordo com GREENE et al. (2006) apdés a primeira semana da infec¢cdo ocorre o
aumento da producédo de anticorpos e com isso a eliminacdo do agente no sangue e
nos tecidos, incluindo o figado, seguindo-se a fase de colonizacdo renal. BARBANTE
(2010) em estudo com ovinos no estado de SP encontrou 7/100 (7%) animais positivos
na técnica de PCR utilizando amostras de figado e FORNAZARI (2012) em estudo com
465 ovinos procedentes dos estados de SP, RS, GO e MS nao encontraram animais
positivos na PCR em amostras de figado. O Unico animal positivo na SAM e na PCR de
figado simultaneamente pode indicar que o animal estava na fase aguda da infeccéo,
provavelmente no final dela, pois ja apresentava anticorpos detectaveis (LEVETT,
2001).

Os 12/40 (30%) bufalos positivos em amostras de rim usando a técnica de PCR
comprovam o estado de portadores renais de leptospiras. AZIZI et al. (2012) também
tiveram sucesso ao analisar 24 rins de bovinos com nefrite intersticial e obtiveram 19
(79,2%) amostras positivas na PCR. O estado de portador renal de leptospiras é o
ponto chave na epidemiologia da infeccdo e da persisténcia do agente no ambiente
(LEVETT, 2001; ADLER, MOCTEZUMA, 2010). Sendo assim os bufalos podem ter uma
importante participacdo no ciclo epidemiolégico da leptospirose, atuando como
reservatorios de leptospiras. Cinco animais foram positivos ha SAM e na PCR de rim
simultaneamente indicando a fase crénica com coloniza¢do renal e anticorpos ainda
detectaveis e 5 animais foram positivos apenas na PCR de rim, o que pode indicar que
o animal estava infectado com um sorovar que néo foi usado na bateria de antigenos
da SAM ou ainda existe a possibilidade dos niveis de anticorpos terem declinado ao
ponto de ndo serem mais detectaveis (LEVETT, 2001).

Dois animais foram positivos simultaneamente na SAM e na PCR em amostras
de rim e figado, indicando que o animal possivelmente se encontra no final da fase de
leptospiremia, com leptospiras ainda detectaveis no figado, e inicio da fase cronica ja
com coloniza¢do renal pelo agente. Os anticorpos detectaveis pela SAM podem
permanecer no animal durante meses ou anos declinando a taxas variaveis conforme a
imunidade do animal (LEVETT, 2001).
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Os 17/40 (42,5%) animais negativos em todos os testes e tipos de amostras
indicam provavel auséncia de infec¢do. O fato de 10 animais positivos na SAM serem
negativos na PCR em todos os tipos de amostras pode ser explicado por serem animais
que tiveram contato prévio com o agente etiologico, mas sem o desenvolvimento de
infeccdo ativa (BOLIN, 1996).

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram a importancia da
infeccdo nos bufalos, jA que a leptospirose ocasiona desordens reprodutivas e queda
na produtividade dos rebanhos acometidos com nascimento de animais debilitados,
abortamentos, natimortos, repeticbes de cio e mastite (FAINE et al, 1999; SANTA
ROSA et al, 1961; SANDOVAL et al, 1979). A infeccdo pode ainda gerar perdas
econdmicas consideraveis devido as falhas reprodutivas, queda da producéo de leite e
carne, custos com medicamentos, assisténcia veterinaria, vacinas e exames
laboratoriais (FAINE et al, 1999). Além disso, a leptospirose € uma zoonose que
representa risco para a saude publica devido ao seu forte carater ocupacional no meio
rural, podendo ocorrer transmissao para veterinarios, trabalhadores rurais que mantém
contato direto com o0s animais e com 0 ambiente onde vivem e também para
trabalhadores do abatedouro pela manipulacéo e contato direto com visceras, sangue e
carcacas de animais infectados (LEVETT, 2001; WHO, 2003; AZEVEDO et al., 2004).
FANG et al. (2015) relataram a presenca de bovinos e ovinos infectados por Leptospira
sp. em um abatedouro na Nova Zelandia onde 3 funcionarios adquiriram a doenca e
precisaram ser hospitalizados, ressaltando a importancia ocupacional da leptospirose e

seus riscos para a saude publica.

4.5 — CONCLUSAO

Anticorpos contra Leptospira sp. foram demonstrados em 18/40 (45%) bufalos de
um abatedouro localizado no municipio de Soure, na llha do Maraj6, em animais
provenientes de fazendas localizadas nesse mesmo municipio e 0s provaveis sorovares
mais prevalentes foram Pomona e Hardjo CTG. Resultados discordantes entre a SAM e
a PCR ressaltam a importancia da realizacdo do diagndstico por meio de diferentes
técnicas e em diferentes amostras. Os resultados positivos na PCR utilizando amostras

de figado e rim comprovaram a infecgdo ativa nesses animais, na fase aguda e/ou
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cronica da infeccdo, além de indicar o estado de portador renal de leptospiras. Sendo
assim, os bufalos podem ter importante participacdo no ciclo epidemioldgico da
leptospirose atuando como fontes de contaminacéo para o meio ambiente e fontes de
infeccdo para trabalhadores rurais e funcionarios dos abatedouros, o que demonstra

sua relevancia para a saude publica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

7

A leptospirose € uma zoonose negligenciada, de distribuicdo mundial e afeta
principalmente pessoas de baixa renda que vivem em grandes centros urbanos com
condi¢cBes de higiene e saneamento basico precarios, além de trabalhadores rurais e
pessoas envolvidas em atividades de pecuéria e agricultura, devido ao contato com
grande numero de animais. Embora a incidéncia global da doenca seja desconhecida,
estima-se que ocorra mais de 500 mil casos da doenca em humanos por ano (WHO,
2011). No Brasil, entre janeiro de 2010 e novembro de 2015, ocorreram 24366 casos
confirmados de leptospirose humana com taxa de letalidade aproximada de 9%
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Os impactos econdmicos e sociais causados pela
doenca ainda sdo pouco estudados, assim como 0s custos em gastos hospitalares,
perda da produtividade por sequelas e perdas econdmicas e mortes em animais de
producdo (WHO, 2011).

De acordo com estimativas da Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos o
rebanho nacional dessa espécie atinge mais de 3 milhdes de cabecas com taxa anual
de crescimento de aproximadamente 10%. No entanto a Pesquisa da Producéo
Pecuaria Municipal (IBGE, 2011) estima que o numero de bubalinos no Brasil seja de
aproximadamente 1,2 milhdes com o maior rebanho localizado na llha do Maraj6. A
bubalinocultura no ambiente amazénico € dindmica, diversificada e os animais séo
submetidos a diferentes tipos de manejo que podem variar conforme a situacdo
econdbmica e social de cada produtor. Essas diferencas podem refletir na ocorréncia de
inimeras doencas infecciosas, incluindo a leptospirose.

A alta ocorréncia de propriedades na Ilha do Marajé com pelo menos um animal
positivo na SAM indica que a bactéria estd amplamente disseminada no ambiente e
reflete a importancia desse agente para a producdo pecuéria local. O material genético
encontrado em amostras de figado e rim pela técnica de PCR indica infeccéo ativa nos
animais, complementando os resultados encontrados na SAM. Embora n&o tenha
ocorrido resultados positivos na urina, o estado de portador renal de leptospiras é
altamente sugestivo de que os animais estejam em fase de leptospiraria e indica a

participacdo ativa desses animais no ciclo epidemioldgico da doenca. Sendo assim,
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novos estudos devem ser conduzidos com o objetivo de analisar os fatores de risco na
regido para ocorréncia da infeccdo por Leptospira sp. e orientar a comunidade local
com relacéo aos riscos para saude publica e determinar medidas sanitarias especificas

para a regido para o controle da infeccdo nos animais e seres humanos.
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7. ANEXOS

7.1 - Certificado de aprovagdo em Comisséo de Etica — UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO'I’ARANA
SETOR DE‘C"‘:NCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Centificamos que o protocolo numero 0052015, referente ao projeto “Diagnostico de Leprospira sp.
em bufalos (Bubalus bubalis) na ilha do Marajd, Pard, Brasil”, sob a responsabilidade de Marcelo
Beltrdo Molento, na forma em que foi apresentado (utilizagdo de 260 animais ¢ como grau B de
invasividade). foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Sctor de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Parand - Brasil, em reunifio realizada dia 13 de margo de 2015.

We certify that the protocol number 005/20135, regarding the project “Diagnosis of Leptospira sp. in
buffaloes (Bubalus bubalis) on the island of Marajo, Para, Brazil”, under Marcelo Beltrdo Molento
supervision, in the terms it was presented (use of 260 animals and was classified as grade B of
invasiveness), was approved by the Animal Use Ethics Committee of the Agricultural Sciences
Campus of the Universidade Federal do Parana (Federal University of the State of Parana, Brazil)
during session on March 13, 2015,

Curitiba, 13 de Margo de 2015.
Simom‘;’\“

Ananda Portella Félix de Oliveira Stedile
Presidente CEUA-SCA Vice-Presidente CEUA-SCA
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Presidente da SPrMV. Presidente da Anclivepa-PR
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7.4 — Resumo apresentado no WAAVP — Liverpool - 2015

Body growth and development of Thoroughbred horses naturally infected with
Cyathostomins

Carolina Abrahao', Luciana Dias de Castro', Cristina Miyazaki', Douglas Vieira', Andreia
Buzatti', Raphael Mendonca', Joaquim Antunes”, Marcelo Molento™

"Universidade Federal do Parana., UFPR, Curitiba, PR, Brazil, ’Haras Sao Jose da Serra, Sao
Jose, PR, Brazil, 3National Institute of Science and Technology, Belo Horizonte, MG, Brazil

Parasite infections are responsible for important economic losses in horse farming, either
directly in animals that develop clinical signs or indirectly by body condition loss and
performance. The objective of this study was to evaluate the body growth and development of
horses naturally infected with cyathostomins. The survey was conducted from August 2014 to
January 2015 with 30 Thoroughbred horses (21 females and 9 males), eight to twelve months
of age and naturally infected with >98% of cyathostomins. The animals belonged to the Sao
Jose da Serra Stud, in Sao Jose dos Pinhais, Brazil. Weight and height data and stool samples
were collected monthly. The faecal egg count (EPG) exam was performed with the mini-
FLOTAC technique with the sensitivity of 10x. All animals were dewormed with ivermectin plus
pyrantel in September as a routine spring-preventive treatment. From August to January, the
weight gain and the monthly growth of the animals was on average 16.6; 28.2; 20.9; 14.0; and
17.3 kg and of 1.9; 1.6; 1.0; 1.6; and 0.3 cm, respectively. The five-month EPG average was
291.0; 0.0 (IVM+PYR treatment); 635.7; 1230.7; 986.0; and 2064.7. Although the highest
monthly weight gain was observed in September (p<0.00), the month in which the animals had
zero EPG, it did not improve the growth of the foals. There was no correlation (p>0.05) between
EPG and body growth during the period. The EPG did not differ between males and females
and did not affect their development when evaluated separately.
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Raphael de Oliveira Mendonca € médico veterinario formado pela Universidade
Anhembi Morumbi — SP, em 2012. E pés-graduado em clinica e cirurgia de animais
silvestres pela ANCLIVEPA — SP. Tem experiéncia na area de Medicina Veterinaria
Preventiva, com énfase em Salde Publica Veterinaria, atuando nos temas: doencas
infecciosas, epidemiologia e zoonoses. Além disso, atua com atendimento clinico a

cées, gatos e animais silvestres mantidos como pet.



