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RESUMO

Bufalos sdo animais rusticos que podem ser explorados para a produgao de
carne ou leite. Acredita-se que os bubalinos sejam mais resistentes a algumas
doencas, mas ainda ha poucos estudos epidemioldgicos abrangendo doencas
infecciosas como a hemoplasmose e leptospirose nesses animais. O objetivo
deste trabalho é determinar a prevaléncia de hemoplasmose e leptospirose em
rebanhos bubalinos provenientes do estado do Parana, para poder determinar
o perfil sanitario dos rebanhos quanto a estas enfermidades. Para
determinacao da prevaléncia de hemoplasmose nos bufalos, foram coletadas
amostras de sangue de 138 animais provenientes de seis municipios do estado
do Parana. Em 92,02% (127/138) dos bufalos, por meio da Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), foram detectados Mpycoplasma spp. € no
sequenciamento genético foram identificadas as espécies Mycoplasma
wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’. Foram analisadas 296
amostras de sangue de bufalos, provenientes de 16 municipios do Parana,
oriundos de 22 propriedades, para a detecgao de anticorpos para Leptospira
spp. A prevaléncia de bufalos sororreagentes no teste de soroaglutinagao
microscopica foi de 75,67% (224/296). Os sorovares com maior deteccao de
anticorpos foram o Icterohaemorrhagiae, seguido dos sorovares Hardjo e
Pomona. A partir da observagao das prevaléncia encontradas no presente
trabalho, podem se tomar medidas de prevencido e controle e pesquisa dos

principais fatores de risco para ambas as enfermidades.

Palavras-chave: bufalos; Brasil; leptospirose; micoplasmas hemotropicos; PCR.



ABSTRACT

Buffaloes are known for being rustic animals that can be farmed for meat or milk
production. It is believed that buffaloes are more resistant to some diseases, but
there are still few epidemiological studies covering infectious diseases such as
hemoplasmosis and leptospirosis in buffaloes. For this reason, the objective of
this study is to determine the prevalence of these diseases in buffalo herds in
the state of Parand, in order to determine the health profile of herds regarding
these diseases. To determine the prevalence of hemoplasmosis in herds, blood
samples were collected from 138 buffaloes from six municipalities in the state of
Parana. Blood serum samples were used for diagnosis of hemoplasmosis by
Polymerase Chain Reaction (PCR). The prevalence of animals infected by
Mycoplasma spp. was 92.02% (127/138) and Mycoplasma wenyonii and
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ species were identified by genetic
sequencing. For the detection of antibodies to Leptospira spp. samples were
collected from 296 samples from 16 municipalities in the state of Parana,
located in different mesoregions of the state. The prevalence of serum-positive
buffaloes in the microscopic serum agglutination test was 75.67% (224/296).
The serovars with higher antibody detection were Icterohaemorrhagiae,
followed by Hardjo and Pomona serovars. From the observation of the
prevalence found in the present study, prevention and control measures can be

taken and the main risk factors for both diseases can be researched.

Keywords: buffaloes; Brazil; leptospirosis; hemotropic micoplasmas; PCR.
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1 INTRODUGAO

Estima-se que no mundo existam em torno de 204.342.419 bubalinos (FAO,
2019). A populagao bubalina no Brasil € considerada a maior no continente
americano (FAO, 2005). O rebanho brasileiro em 2019 contava com
aproximadamente 1.434.141 bubalinos (FAO, 2019), os quais cerca de 32 mil
se encontram no estado do Parand, que continha a oitava maior populagéo de
bufalos pais (MAPA, 2018; IBGE, 2017). As ragas de bufalos mais
frequentemente encontradas no Brasil sdo Murrah, Mediterraneo, Jafarabadi e
Carabao (OLIVEIRA, 2018; COELHO, 2019).

Os bufalos sdo considerados animais rusticos, e podem ser explorados
extensivamente de forma sustentavel em locais pouco propicios para outras
atividades pecudrias, como areas de banhados (DAME, 2019). Eles estdo
distribuidos em todo o territorio brasileiro, sendo utilizados para tracdo animal,
producdo de carne e leite (RAJAO et al., 2010).

A carne bubalina é considerada de o6tima qualidade, e mais acessivel
economicamente do que a carne bovina (ESMAILNEJAD; NAJAFI; TORFI,
2019). O leite de bufala apresenta algumas peculiaridades em comparagao ao
leite da vaca, destacando-se a gordura, proteina, sabor adocicado e coloragao
branca quase opaca, em fungdo da baixa concentracdo de pigmentos
carotenoides (PIGNATA et al., 2014).

Coelho (2019) elaborou um questionario respondido por 29 criadores de
bubalinos de 11 estados brasileiros em seu trabalho e obteve a resposta de
que a principal atividade comercial praticada pelos que responderam suas
perguntas é a produgao de leite (75,86%), seguida da criagao de animais para
corte (34,48%), engorda (34,48%), cria de animais (31,03%), produg¢ao e venda
de bezerros (20,68%), recria (20,68%), producdo e venda de matrizes
(17,24%), e outras finalidades (3,44%).

Apesar da importancia dos bufalos para a produgao de alimentos, diversos
aspectos sobre as doencas nestas espécies ainda sdo desconhecidos

(ALBERNAZ et al., 2015). Por possuirem aparéncia fenotipica semelhante aos
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bovinos, frequentemente os bufalos sdo manejados da mesma forma que
estes. Também €& comum que se apliquem os conhecimentos que se tem sobre
a espécie bovina quando ha necessidade de tratamentos e profilaxias para
bubalinos (BASTIANETTO, 2009), apesar de os bufalos e bovinos terem suas
particularidades individuais (OLIVEIRA, 2018). Existe uma crengca de que os
bufalos sejam mais resistentes a diversas doencas, embora se saiba que estes
podem ser acometidos por diversas enfermidades descritas em bovinos e
pequenos ruminantes (DAME, 2019). Apesar disto ainda ha poucos estudos

epidemioldgicos sobre doengas em rebanhos bubalinos no Brasil.

Pouco se sabe sobre a susceptibilidade dos bubalinos brasileiros a varias
doencgas infecciosas, dentre elas a hemoplasmose e a leptospirose. Por este
motivo, o objetivo deste trabalho é determinar a prevaléncia destes patéogenos
em bufalos criados no estado do Parana. As hipoteses a serem testadas sao
de que ambos os agentes estdo presentes nos bubalinos provenientes do
Parana.

A hemoplasmose e leptospirose sdo enfermidades que trazem prejuizos
econdmicos aos criadores de rebanhos bubalinos infectados. Deste modo, o
projeto visa contribuir com informagdes a respeito da prevaléncia e
susceptibilidade dos bufalos a estas doencgas, para que, a partir destes dados,
possam ser tomadas medidas preventivas e divulgadas informagdes aos
criadores da regido acerca destas doencgas.
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2 CAPITULO 1: ASPECTOS DA HEMOPLASMOSE EM BUFALOS -
REVISAO BIBLIOGRAFICA

RESUMO: Bufalos sdo animais rusticos que podem ser explorados para a
producao de carne ou leite. Estes animais sao susceptiveis a enfermidades que
também acometem outras espécies de ruminantes, principalmente os bovinos.
Entretanto, acredita-se que os bubalinos sejam mais resistentes a algumas
doencas, mas ainda ha poucos estudos epidemioldgicos abrangendo doengas
infecciosas como a hemoplasmose em bufalos. A hemoplasmose é causada
por micoplasmas hemotrépicos ou hemoplasmas, que sido bactérias gram-
negativas causadoras de anemia hemolitica em  hospedeiros
imunocomprometidos. Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma
haemobos’ sdao as principais espécies de hemoplasmas que podem infectar
bufalos. A transmissdo da doenca ocorre principalmente por meio de vetores
artrépodes hematoéfagos ou por via iatrogénica. O diagndstico de animais
infectados é realizado por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Medidas de prevencdo e controle sdo essenciais para o controle desta

enfermidade nos rebanhos bubalinos.

Palavras-chave: bufalos; Mycoplasma spp.; micoplasmas hemotrépicos; PCR.

ASPECTS OF HEMOPLASMOSIS IN BUFFALOES - LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Buffalo are rustic animals that can be exploited for meat or milk
production. These animals are susceptible to diseases that also affect other
species of ruminants, especially cattle. However, it is believed that buffalo are
more resistant to some diseases, but there are still few epidemiological studies
covering infectious diseases such as hemoplasmosis in buffaloes.
Hemoplasmosis is caused by hemotropic mycoplasmas or hemoplasmas, which
are  gram-negative  bacteria that cause hemolytic anemia in

immunocompromised hosts. Mycoplasma wenyonii and 'Candidatus
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Mycoplasma haemobos' are the main hemoplasma species that can infect
buffaloes. Transmission of the disease occurs mainly via hematophagous
arthropod vectors or iatrogenically. The diagnosis of infected animals is made
by Polymerase Chain Reaction (PCR). Prevention and control measures are

essential for the control of this disease in buffalo herds.

Keywords: buffaloes; Mycoplasma spp.; hemotropic mycoplasmas; PCR.

ASPECTOS DE LA HEMOPLASMOSIS EN BUFALOS - REVISION DE LA
LITERATURA

RESUMEN: Los bufalos son animales rusticos que pueden ser explotados para
la produccion de carne o leche. Estos animales son susceptibles de contraer
enfermedades que también afectan a otras especies de rumiantes,
especialmente al ganado vacuno. Sin embargo, se cree que los bufalos son
mas resistentes a algunas enfermedades, pero todavia hay pocos estudios
epidemiologicos sobre enfermedades infecciosas como la hemoplasmosis en
bufalos. La hemoplasmosis esta causada por micoplasmas hemotrdpicos o
hemoplasmas, que son bacterias gramnegativas que causan anemia hemolitica
en huéspedes inmunodeprimidos. Mycoplasma wenyonii y 'Candidatus
Mycoplasma haemobos' son las principales especies de hemoplasma que
pueden infectar a los bufalos. La transmisién de la enfermedad se produce
principalmente a través de vectores artropodos hematéfagos o de forma
iatrogénica. El diagndstico de los animales infectados se realiza mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las medidas de prevencion y
control son esenciales para controlar esta enfermedad en los rebanos de

bufalos.

Palabras clave: bufalos; Mycoplasma spp.; micoplasmas hemotropicos; PCR.
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2.1 INTRODUCAO

Os bufalos sao considerados animais rusticos, utilizados para a
producdo de carne ou leite, que podem ser criados extensivamente de forma
sustentavel em locais pouco propicios para outras atividades pecuarias, como
areas alagadas (DAME, 2019). Diversos aspectos sobre a susceptibilidade dos
bubalinos as doencas infecciosas, como a hemoplasmose, ainda sao

desconhecidos.

A hemoplasmose é causada por pequenas bactérias incultivaveis, gram-
negativas e pleomorficas, denominadas de micoplasmas hemotrépicos
(hemoplasmas) (MESSICK, 2004; NEYMARK et al., 2001). Por serem
parasitas da superficie dos eritrécitos podem causar deformidades e danos a
célula e consequentemente levando a anemia hemolitica em hospedeiros
susceptiveis (MELI et al., 2010; HOELZLE; HOFMANN-LEHMANN; HOELZLE,
2010). A infeccao por hemoplasmas pode variar desde casos assintomaticos
com persisténcia da bactéria no hospedeiro (MELI et al., 2010) até casos de

anemia severa em espeécies imunocomprometidas (SYKES et al., 2010).

Os Hemoplasmas foram reportados afetando animais de producéao e de
companhia no mundo todo (SYKES et al., 2010; WANG et al., 2017). Apesar da
maioria dos hemoplasmas possuir hospedeiros especificos (PITCHER,;
NICHOLAS, 2005) seu potencial zoondtico foi demonstrado por diversos
relatos, incluindo pacientes imunocomprometidos (SYKES et al., 2010; YUAN
et al.,, 2009; MAGGI et al., 2013), mas principalmente em individuos
superexpostos (SANTOS et al., 2008), demonstrando seu potencial de causar

prejuizos e preocupacgdes a pecuaria e saude publica (WANG et al., 2017).

Pouco se sabe sobre a susceptibilidade dos bubalinos a varias doencas
infecciosas, dentre elas a hemoplasmose. Por este motivo, o objetivo deste
trabalho é realizar uma revisao bibliografica da sobre a infecgado dos bubalinos

por micoplasmas hemotropicos.
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2.2 ASPECTOS DA HEMOPLASMOSE EM BUFALOS

Originalmente os micoplasmas hemotrépicos eram classificados como
Haemobartonella e Eperythrozoon coccoides e pertenciam a ordem
Rickettsiales e familia Anaplasmataceae, devido as caracteristicas fenotipicas,
biolégicas e o fato da transmissao ocorrer através de vetores artrépodes.
Entretanto, foram reclassificados para a classe Mollicutes, familia
Mycoplasmataceae, género Mycoplasma spp., baseado em analises
filogenéticas das sequéncias do gene 16S rRNA e caracteristicas morfologicas,
como auséncia de parasitismo intracelular, parede celular e flagelo, assim
como resisténcia a penicilina e susceptibilidade as tetraciclinas (NEYMARK et
al., 2001). Além disso, por apresentarem similaridade com os micoplasmas
causadores de pneumonias (MESSICK, 2004).

As mesmas espécies de hemoplasmas que acometem bovinos ja foram
identificadas parasitando também bufalos: Mycoplasma wenyonii (M. wenyonii)
e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ (‘Ca. M. haemobos’) (SU et al., 2010;
SANTOS et al., 2018; TAGAWA; MATSUMOTO; INOKUMA, 2008). Ambas as
espécies causam anemia hemolitica nestes ruminantes (FUJIHARA et al.,
2011). Os dados da prevaléncia de infecgdo de bufalos por micoplasmas
hemotrdpicos ainda sao relativamente escassos. A prevaléncia varia entre
15,4% em Mocambique (GONCALVES et al.,, 2018) e 91,4% no lIraque
(SAHEY; HUSSEIN; ALSAAD, 2016), conforme consta na tabela 1. No Brasil
ha apenas um trabalho que pesquisou a prevaléncia da hemoplasmose em
bufalos (SANTOS et al., 2018).

TABELA 1 - PREVALENCIA DE HEMOPLASMOSE EM BUBALINOS EM DIVERSOS
PAISES DE ACORDO COM TRABALHOS ENCONTRADOS NA LITERATURA.

‘Candidatus

Pais Prevaléncia M. Mycoplasma Autores

total wenyonii haemobos’

Cuba - 69,2% 38,5 Diaz-Sanchez et al. (2019)
Filipinas 80% 80% - Ybafies et al. (2019)
Filipinas 26,32% - Galon et al. (2020)

Mocambique 15,4% - - Gongalves et al. (2018)
Hungria - 91,2% 73,3% Hornok et al. (2018)

Iraque 91,4% 91,4% - Sahey; Hussein, Alsaad (2016)

China 32% - 32% Su et al. (2010)

Brasil 34,8% 15,8% 5,9% Santos et al. (2018)

FONTE: O autor (2022).
(-) Representa dados que nao foram informados no respectivo trabalho.



22

2.2.1 Patogenia

Os hemoplasmas se encontram aderidos aos eritrocitos, mas também
podem ser encontrados livres no plasma sanguineo de bubalinos e bovinos e
ocasionalmente podem ser observados parasitando plaquetas. E possivel
encontrar mais de um microrganismo parasitando cada eritrécito (NEYMARK et
al., 2001).

A infeccdo por hemoplasmas geralmente € assintomatica em animais
imunocompetentes até que ocorra um quadro de imunossupressdo, como a
ocorréncia de uma doenga concomitante, gestagdo, estresse por deficiéncia
nutricional, esplenectomia ou coinfecgcbes (MESSICK, 2004; SANTOS et al.,
2020; SHARIFIYAZDI; HASIRI; AMINI, 2014; KONEVAL et al., 2017). Este
ultimo fator possui grande importancia para os bovinos e bubalinos, devido as
infecgdes associadas com Anaplasma sp., Babesia sp. ou Theileria sp., que
podem levar ao agravamento da anemia hemolitica e piorar o quadro clinico do
animal (NEYMARK et al., 2001; HOFMANN-LEHMANN et al., 2004; TAGAWA
et al., 2013). Nestes casos, o efeito de um patdégeno no organismo pode ser
mascarado pelo efeito de outro patégeno, sendo dificil avaliar o potencial
patogénico dos hemoplasmas (MELI et |., 2010; YBANEZ et al., 2019).

Nao ha muitas informagdes disponiveis sobre a patogenicidade dos
hemoplasmas em bovinos (TAGAWA et al., 2010), assim como nas infecgdes
em bubalinos. Em infecgdes experimentais, observou-se que ocorre um
periodo pré-patente com duragdo de uma a trés semanas, seguido de um
periodo de aumento na parasitemia que pode durar de cinco a 10 dias e apos
este periodo o microrganismo se torna menos frequente no sangue, tornando a
infeccao crénica (GENOVA et al., 2011).

Sabe-se que a parede celular da bactéria foi perdida durante o seu
processo evolutivo (MESSICK, 2004). Desta maneira, os hemoplasmas sao
envoltos apenas por uma membrana que confere a capacidade de se aderir a
superficie dos eritrocitos, entretanto sem a capacidade de invadir a célula
(FARD et al., 2014). Em suinos foi proposto que a proteina MSG1, localizada
na membrana do M. suis, esta envolvida na adesao do patdégeno aos eritrocitos

(HOELZLE et al., 2007). Em ovinos, a infecgdo com M. ovis demonstrou causar
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fragilidade nos eritrocitos de animais infectados comparados a animais
negativos apds diagnoéstico por PCR (HAMPEL et al., 2014).

Diversas estratégias estdo envolvidas na sobrevivéncia dos
hemoplasmas e possivelmente estdo associadas a espécies especificas
(MESSICK, 2004). O M. haemofelis possui uma enzima denominada
peroxidase dismutase, que o protege de danos causados por oxidantes
(BERENT; MESSICK, 2003). Ja no M. suis identificou-se uma enzima
denominada O-sialoglicoproteina dopeptidase, que esta relacionada a lise de
eritrécitos (GUIMARAES et al., 2011).

Diferente das outras espécies do género Mycoplasma spp., 0s
hemoplasmas dependem do hospedeiro para sobreviver a partir dos seus
aminoacidos, acidos graxos, colesterol e vitaminas. Desta forma, os
micoplasmas hemotropicos ndo sobrevivem em meios de cultivo, pois nao
possuem habilidade de multiplicar o complexo nutricional provido pelo
hospedeiro (MESSICK, 2004).

2.2.2 Transmissao

O ciclo de transmiss&o dos hemoplasmas ainda n&do esta completamente
elucidado (WITTER et al., 2017), entretanto sugere-se que os vetores
artrépodes, a transmissao vertical e a iatrogénica estdo envolvidas na
epidemiologia da hemoplasmose (NEYMARK et al., 2001; WILLI et al., 2007;
HORNOK et al., 2010; GIROTTO-SOARES et al., 2016). No Brasil, devido ao
clima favoravel a presenca de artropodes hematofagos, pode-se sugerir que os
animais de produgéo, como bovinos e bubalinos, estejam mais susceptiveis a
infeccado por doengas transmitidas por vetores (SANTOS et al., 2018), incluindo

os hemoplasmas.

A infeccdo natural pode ocorrer principalmente por meio de vetores
artrépodes hematofagos (WILLI et al.,, 2007), tais como carrapatos, piolhos
moscas e mosquitos (SANTOS et al., 2020; HORNOK et al., 2010; SONG et

al., 2013; MELLO et al., 2019). Pressupde-se que bovinos e bubalinos criados
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a pasto tem maior exposi¢ao a artropodes hematdfagos que podem transmitir
hemoplasmas (TAGAWA et al., 2012).

Embora a pele dos bufalos seja mais espessa que a dos bovinos (DIAZ-
SANCHEZ et al., 2019), a infestacdo destes por carrapatos é frequente e sabe-
se que estes ectoparasitas conseguem completar seu ciclo em bufalos Bubalus
bubalis (BENITEZ; CETRA; FLORIN-CHRISTENSEN, 2012). O principal
carrapato encontrado em bubalinos no Brasil, assim como nos bovinos, € o
carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus (DAME, 2019; DIAZ-SANCHEZ
etal., 2019; YBANEZ et al., 2019).

A transmissao natural de M. wenyonii pelos carrapatos das espécies
Dermatocentor andersoni (NEYMARK et al.,, 2001), R. microplus e
Haemaphysalis bispinosa ja foi demonstrada na Malasia (MOHD-HASAN et al.,
2017). Em especial, verificou-se que na espécie R. microplus a transmisséo
transovariana e transestadial de ‘Ca. M. haemobos’ poderia ocorrer
naturalmente (SHI et al., 2019a). Além disso, Shi et al. (2019b) verificaram que
48% dos carrapatos encontrados em campos/gramineas onde ovinos
infectados pastejavam estavam infectados com ‘Ca. M. haemobos’. Estas
evidéncias sugerem que esta espécie de carrapato pode ser reservatorio para

esta espécie de hemoplasma.

Além dos carrapatos como vetores hematofagos, Song et al. (2013)
detectaram M. wenyonii em piolhos, moscas e mosquitos, indicando que estes
também podem servir como vetores mecanicos do agente. No entanto ndo se
sabe se 0 microrganismo se propaga nestes vetores. A mosca do chifre
(Haematobia irritans), a mosca do estabulo (Stomoxys calcitran) e duas
espécies de moscas de cavalos (Tabanus bovinus e T. bromius) também foram
identificadas como potenciais vetores de M. wenyonii e ‘Ca. M. haemobos’
(HORNOK et al., 2011). Hofmann-Lehmann et al. (2004) verificaram ainda a
presenca destes microrganismos na mosca doméstica (Musca domestica) e no
piolho (Haematopinus eurysternus). Embora nao se tenha confirmagcao de que
o piolho Haematopinus tuberculatus, comumente encontrado em bufalos, possa
transmitir a hemoplasmose, sugere-se que possa ser um potencial vetor do
agente em ruminantes (GONCALVES et al., 2018).
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Outra forma comum de transmissao € a iatrogénica, que ocorre por meio
de inje¢cdes parenterais com reutilizagdo de agulhas e instrumentos cirurgicos
contaminados com sangue de animais infectados (NEYMARK et al., 2001),

assim como por meio de transfusao sanguinea (MESSICK, 2004).

A transmissao vertical da mae para o feto foi reportada em bovinos por
meio da transmissao transplacentaria, em que aparentemente os fetos podem
ser infectados por hemoplasmas em qualquer estagio gestacional (SONG et al.,
2013). Alsaad e colaboradores (2018) relataram que bezerros nascidos de
vacas infectadas também apresentaram o patégeno no sangue. Deste modo, a
transmissao transplacentaria possui potencial de resultar em aborto ou

nascimento de neonatos portadores de hemoplasmose (ALSAAD et al., 2018).

Willi e colaboradores (2007) descreveram a transmissao M. haemofelis
por meio da saliva em camundongos e gatos infectados. Deste modo, outra
hipétese de transmissdo que poderia ser estudada é a transmissao por
mordedura de morcego, uma vez que nos ultimos anos esses quiropteros vém
recebendo cada vez mais atencdo como reservatorios de patdogenos
correlacionados as zoonoses emergentes (GONCAVES; GALETTI;
STREICKER, 2021). Analises metagenémicas demonstraram a presenga de
hemoplasmas na saliva de morcegos hematodfagos, sugerindo a possibilidade
de transmissao direta por mordeduras (VOLOKHOV et al., 2017). Ainda ndo ha
relatos de morcegos contaminados com as espécies de micoplasmas que
parasitam bubalinos e bovinos, entretanto relatou-se um caso na Espanha
envolvendo uma espécie de morcego insetivoro, morcego-de-peluche
(Miniopterus schreibersii) com detecgédo de ‘Candidatus M. haemohominis’, um
hemoplasma que infecta seres humanos (SANTOS et al., 2020). Desta forma,
esta possibilidade de rota de infeccdo € passivel e interessante de ser

estudada, no caso de bubalinos e bovinos.

E importante ressaltar que de acordo com estudos apresentados até o
momento, a maioria das espécies de Mycoplasma spp., incluindo os
hemoplasmas, parecem ter hospedeiros especificos (PITCHER; NICHOLAS,
2005). Esta observagao parece ser resultante da interagdo entre hospedeiro e

patdogeno durante a sua evolugdo. Contudo, ja foram relatados casos de
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zoonoses e transmissao interespécies (SYKES et al., 2010; SANTOS et al.,
2008; KALANTARI et al., 2020).

2.2.3 Sinais clinicos

A infecgao por micoplasmas hemotrépicos geralmente é cronica, cursa
de forma subclinica (SHARIFIYAZDI; HASIRI; AMINI, 2014) e raramente é
fulminante em hospedeiros saudaveis (MESSICK, 2004). A bactéria pode
permanecer por anos de forma assintomatica no hospedeiro (NEYMARK et al.,
2001). A gravidade clinica e duragdo da anemia variam entre os hospedeiros e
pode durar de um a dois meses ou mais (SAHEY; HUSSEIN; ALSAAD, 2016).
O quadro clinico causado pela hemoplasmose nos mamiferos é inespecifico e
cursa com anemia, fraqueza, apatia e morte, principalmente em animais
imunossuprimidos (FARD et al., 2014).

Os sinais clinicos apresentados por bubalinos com hemoplasmose ainda
sdo pouco conhecidos (SANTOS et al., 2018). Sahey, Hussein e Alsaad (2016)
relatam em seu trabalho que os bufalos infectados por M. wenyonii
demostraram sinais clinicos como dispneia e taquipineia, mucosas palidas e
anemia, aumento do tempo de preenchimento capilar (TPC), aumento de

volume dos linfonodos superficiais, hipertermia, taquicardia e taquipineia.

Em bovinos o quadro clinico agudo ou sintomatico da hemoplasmose é
semelhante, mas pode incluir também anorexia, desidratacédo, perda de peso,
queda na produgéo de leite, infertilidade, edema e pelame opaco e aspero (SU
et al., 2010; FUJIHARA et al., 2011; TAGAWA et al., 2013; FARD et al., 2014;
WITTER et al., 2017; WILLI et al., 2007; HOELZLE et al., 2011). Em bovinos
leiteiros 0 quadro clinico pode cursar com edema de tetos e porcdes distais dos
membros pélvicos (SMITH et al., 1990). Montes e colaboradores (1994)
reportaram a infecgdo crénica em um touro da raca Charolés, que apresentou
edema escrotal e nos membros posteriores, mas com presenca muito baixa de

parasitos no esfregaco de sangue periférico.

No entanto, Diaz-Sanchez e colaboradores (2019) relatam que os

bufalos testados em seu estudo ndo apresentaram sinais clinicos, embora a



27

prevaléncia de hemoplasmose nos bubalinos testados no estudo em Cuba foi
69,2% dos animais infectados por M. wenyonii e 38,5% infectados por ‘Ca. M.
hameobos’. Isto pode ocorrer assim como nos bovinos, pois quando o quadro
da doenca é crbnico, geralmente assintomatico, onde os sinais clinicos surgem
apenas em caso de imunossupressao (MESSICK, 2004; TAGAWA et al., 2013;
SMITH et al., 1990).

A anemia e consequentemente presenga de mucosas palidas pode
ocorrer pela diminuicdo na concentragado das células vermelhas do sangue e
pela eliminacdo dos eritrocitos parasitados pelas bactérias pelo sistema
mononuclear fagocitario (SAHEY; HUSSEIN; ALSAAD, 2016; TAGAWA et al.,
2010). Causas de anemia podem ser consideradas como diagndstico
diferencial para hemoplasmose. Outras doencas parasitarias que causam
anemia hemolitica como a anaplasmose, babesiose e leptospirose também
podem ser consideradas potencialmente no diagndstico diferencial (GLADDEN
et al., 2016).

A ictericia ocorre pelo aumento da bilirrubina circulante no sangue em
consequéncia a anemia hemolitica (SAHEY; HUSSEIN; ALSAAD, 2016). O
aumento de temperatura corporal, taquicardia e taquipineia refletem a fase
aguda da doenga (FARD et al., 2014). A dificuldade respiratéria e taquipineia
podem ser reflexo da hipoxia causada pela anemia, uma vez que a diminuicéo
da contagem de eritrécitos e da concentracdo de hemoglobina afeta a
oxigenagao eficiente dos tecidos corporais (HAMPEL et al., 2014). O aumento
do TPC ocorre em decorréncia de problemas tais como a desidratacao,
anemia, choque, doengas perivasculares e hipotermia, uma vez que o teste

reflete a quantidade de sangue que chega aos tecidos (HOELZLE et al., 2011).

O potencial abortivo da infecgdo por hemoplasmose em bovinos ainda
nao foi esclarecido (SONG et al., 2013). Entretanto, infecgdes subclinicas com
hemoplasmas foram associadas com diminuicdo da eficiéncia reprodutiva em
suinos, incluindo atraso no estro, morte embrionaria precoce e abortamentos
no terco final da gestagao (WU et al., 2006). Em bovinos ndo ha relatos de
abortamentos causados por hemoplasmose, mas observou-se que bezerros

nascidos de mées infectadas nascem infectados e com peso significativamente
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menor que bezerros nascidos de vacas sadias (TAGAWA et al., 2013; ALSAAD
et al., 2018). Os bezerros nascidos infectados com M. wenyonii se
apresentavam ofegantes, em decubito lateral sem capacidade de se manter em
posigao quadrupedal, com presenca de hemorragias petequeais na esclera e
membranas conjuntivais, mucosas palidas ou ictéricas, manchas de
hemorragias na pele, aumento de tamanho nos linfonodos superficiais e
hemoglobinuria em alguns casos. Além disso, durante o exame fisico destes
bezerros eles ainda se demonstraram febris, taquicardicos e taquipneicos e
com aumento significativo no TPC quando comparado com bezerros saudaveis
(ALSAAD et al., 2018).

2.2.4 Diagnostico

O diagnéstico da hemoplasmose pode ser realizado pela Reagdo em
Cadeira da Polimerase (PCR), pois esta técnica apresenta alta sensibilidade e
especificidade, mesmo em situagdes onde o patégeno esta presente em
pequenas concentragcdes, como ocorre nos quadros cronicos (WANG et al.,
2009; WATANABE et al., 2008). O gene 16S rDNA é amplamente utilizado
como alvo, pois permite a deteccao e identificagcao de diferentes espécies de
hemoplasmas (MESSICK, 2004; DIAZ-SANCHEZ et al., 2019).

Outro método diagndstico tradicionalmente utilizado é o esfregacgo
sanguineo, onde os hemoplasmas podem ser visualizados na superficie de
eritrécitos (MESSICK, 2004). Neste método se utiliza a coloragao
Romanowsky, no qual a bactéria € observada em formato circular, bastdo ou
cocos (FARD et al.,, 2014). A bactéria gram-negativa pode ser encontrada
parasitando a superficie de eritrocitos individualmente, em pares ou em cadeias
e pode raramente ser encontrada no plasma (MESSICK, 2004). Entretanto o
método de diagnostico por esfregaco possui baixa sensibilidade e
especificidade, pois o organismo € facilmente confundido com os corpusculos
de Howell-Jolly, debris ou artefatos celulares. Além disso, em casos de
infeccdo crénica por hemoplasmas a carga bacteriana € muito baixa, sendo
quase impossivel a detecgao pelo esfregago sanguineo (RITZMANN et al.,
2009).
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2.2.5 Tratamento

O tratamento para hemoplasmose € controverso, mas quando
necessario, é indicado o uso da tetraciclinas, macrolideos ou fluoroquinolonas
(FARD et al., 2014; STRUGNELL; McAULIFFE, 2012). Antibidticos que agem
sobre a parede celular bacteriana, como as penicilinas e cefalosporinas, sao
ineficazes no tratamento de hemoplasmose, uma vez que os micoplasmas
hemotrépicos nao possuem parede celular (STRUGNELL; McAULIFFE, 2012).
A utilizacado de tetraciclinas foi reportada em bovinos com relatos de melhora
dos sinais clinicos em curto prazo, mas € improvavel que o tratamento encurte
a duracdo da doenga (GENOVA et al.,, 2011; MONTES et al.,, 1994). Em
bovinos ha relato de tratamentos com melhora de quadro clinico utilizando a
oxitetraciclina por trés dias (10 mg/kg PV (miligrama por quilograma de peso
vivo) intramuscular (IM), Engemycin® 10%) em animal coinfectado por M.
wenyonii e ‘Ca. M. haemobos’ (BAGGENSTONS et al., 2012). Outro relato
utilizando do mesmo farmaco descreve melhora clinica de uma vaca nas
primeiras duas semanas pos-tratamento, e depois piora do quadro novamente,
optou-se pela eutanasia do animal (GLADDEN et al., 2016). Genova e
colaboradores (2011) descrevem um caso de uma vaca da raga Aberdeen
angus com sinais clinicos de hemoplasmose e pneumonia, no qual utilizaram
tratamento com oxitetraciclina (20 mg/kg PV, via subcutanea, por trés dias)
associado com flunixin meglumine (1,1 mg/kg intravenoso) como antipirético e
anti-inflamatério, uma vez que o animal apresentava edema de membros

pélvicos.

Em trabalho realizado por Yan e colaboradores (2008) relataram que o
uso de dipropionato de imidocarb (1 mg/kg) diluido em 6,5 mL de solugao
fisiolégica salina injetada em diversos pontos de acupuntura em vacas
contaminadas com M. wenyonii foi efetivo, assim como a injecdo de

dipropionato de imidocarb (3mg/kg) IM.

Messick (2004) afirmou ainda que animais infectados com hemoplasmas
mesmo que tratados com antibiéticos podem permanecer portadores da
doenga crbénica apdés o quadro agudo. Isso ocorre, pois o antibidtico,

principalmente do grupo das tetraciclinas, pode suprimir 0 microrganismo, mas
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nao elimina-lo completamente (BERENT; MESSICK, 2003). Terapias de
suporte podem ser necessarias, como a transfusdo sanguinea em casos de
anemia severa (FARD et al., 2014).

2.3 CONCLUSAO

Conclui-se que bubalinos também podem ser acometidos pela
hemoplasmose, e até o presente momento, os relatos indicam que podem ser
infectados pelos mesmos agentes que infectam bovinos: M. wenyonii e ‘Ca. M.
haemobos’. Embora na maioria das vezes os animais infectados sejam
assintomaticos, o quadro clinico agudo da enfermidade em bubalinos é
semelhante ao de bovinos. Para evitar a disseminacao da enfermidade nos
rebanhos bubalinos deve-se focar nas medidas de prevencdo da doencga,

principalmente no controle de ectoparasitas e de transmissao iatrogénica.
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3 CAPITULO 2: DETECGAO MOLECULAR DE HEMOPLASMAS EM
BUFALOS NO ESTADO DO PARANA

RESUMO: Hemoplasmas sao pequenas bactérias gram-negativas, sem parede
celular, oportunistas que podem ser encontradas ligadas a superficie de
eritrocitos e podem levar a anemia em hospedeiros susceptiveis. A infec¢ao
por M. wenyonii pode levar a linfoadenopatia, diarreia, queda na producao de
leite, infertilidade, edema de tetos, perda de peso e ineficiéncia reprodutiva.
Amostras de sangue de 138 bubalinos provenientes de seis municipios do
estado do Parana, oriundos de 10 rebanhos, foram coletadas por meio de
venopungao e armazenadas em tubos com anticoagulante EDTA. DNA foi
extraido do sangue utilizando kit comercial (lllustra, GE Healthcare, UK).
Amostras foram avaliadas para hemoplasmas por meio do qPCR utilizando
primers destinados ao gene 16S rDNA utilizando SYBR™green PCR mix
(Promega, Madison, WI, USA). Algumas amostras positivas que demonstraram
variagdo na temperatura de dissociagdo na PCR em tempo real (76.7°C, 77.1°C
e 78.4°C) foram submetidas ao PCR convencional utilizando um protocolo pan-
hemoplasma com os primers 16S rDNA gene (~1000bp). Os amplicons foram
visualizados em gel agarose 1,5% e purificados utilizando granulos magnéticos
(SpeedBead Magnetic Carboxylate Modified Particles, Azide 0.05 %), e
sequenciados em ambas as direcbes pelo método Sanger. As sequencias
foram analisadas utilizadno Geneious 8.1.9 (Biomatters, Auckland, New
Zealand), e as sequencias foram comparadas as bases de dados de
nucleotideos GenBank® utilizando BLAST®. Um total de 127/138 (92,02%) das
amostras de sangue foram positivas pelo pan-hemoplasma gPCR. O
sequenciamento do 16S rDNA de quatro amostras positivas demonstrou trés
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ e um Mycoplasma wenyonii isolados
100% idénticos a ‘Ca. M. haemobos (MG948633.1, MG948632.1,
MG948631.1) e M. wenyonii (MG948626.1). A prevaléncia de bufalos
infectados por hemoplasmas no estado do Parana foi alta. Este € o segundo

estudo a determinara a frequéncia de bufalos com hemoplasmose no Brasil.

Palavras-chave: bubalinos; hemoplasma; Mycoplasma spp.; sangue; PCR;
gPCR
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MOLECULAR DETECTION OF HEMOTROPIC MYCOPLASMAS IN
BUFFALOES FROM PARANA STATE, BRAZIL

ABSTRACT: Hemoplasmas are gram-negative, small wall-less cells,
opportunistic bacterias that can be found attached to the surface of erythrocytes
and can cause anemia in susceptible hosts. Infection with M. wenyonii can lead
to lymphadenopathy, diarrhea, decreased milk production, infertility, teat
edema, weight loss, and reproductive inefficiency. Blood samples from 138
buffaloes from six municipalities from Parana state, from 10 diferent herds, were
collected by venipuncture and stored in tubes with EDTA anticoagulant. DNA
was extracted from blood using a commercial kit (lllustra, GE Healthcare, UK).
Samples were evaluated for hemoplasmas by qPCR using primers targeting the
16S rDNA gene using SYBR™green PCR mix (Promega, Madison, WI, USA).
Some positive samples that demonstrated variation in dissociation temperature
on real-time PCR (76.7°C, 77.1°C, and 78.4°C) were subjected to conventional
PCR using a pan-hemoplasma protocol with the 16S rDNA gene primers
(~1000bp). Amplicons were visualized on 1.5% agarose gel and purified using
magnetic beads (SpeedBead Magnetic Carboxylate Modified Particles, Azide
0.05 %), and sequenced in both directions by the Sanger method. Sequences
were analyzed using Geneious 8.1.9 (Biomatters, Auckland, New Zealand), and
sequences were compared to GenBank® nucleotide databases using BLAST®.
A total of 127/138 (92.02%) of the blood samples were positive by pan-
hemoplasma qPCR. Sequencing of the 16S rDNA from four positive samples
demonstrated three 'Candidatus Mycoplasma haemobos' and one Mycoplasma
wenyonii isolates 100% identical to 'Ca. M. haemobos' (MG948633.1,
MG948632.1, MG948631.1) and M. wenyonii (MG948626.1). The prevalence of
buffaloes infected by hemoplasmas in the state of Parana was high. This is the
second study to determine the frequency of buffaloes with hemoplasmosis in

Brazil.

Key-words: hemoplasmosis; Mycoplasma spp.; blood; PCR; qPCR;
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3.1 INTRODUGAO

Bufalos sao animais rusticos que se adaptam bem em locais pouco
propicios para outras atividades pecuarias, como areas de banhados (DAME,
2019). Estes vém sendo utilizados para tragdo animal, produg¢dao de carne e
leite (RAJAO et al., 2010), mas apesar da importancia dos bufalos para a
producdo de alimentos, aspectos sobre algumas doencgas nestas espécies
ainda sao pouco elucidadas (ALBERNAZ et al., 2015).

Micoplasmas hemotropicos, também conhecidos como hemoplasmas, sao
bactérias gram-negativas pleomérficas, nao cultivaveis em meios
convencionais, que causam quadros de anemia hemolitica aguda ou anemia
cronica com imunossupressao em diversas espécies de mamiferos (MESSICK,
2004; NEYMARK et al., 2001; HOELZLE, 2008; NEYMARK; KOCAN, 1997). Os
hemoplasmas né&o possuem parede celular e parasitam a superficie dos
eritrocitos causando deformidades e danos a célula, levando a anemia
hemolitica e ictericia (MELI et al., 2010; HOELZLE; HOFMANN-LEHMANN;
HOELZLE, 2010). Esses microrganismos podem persistir por anos em laténcia
no organismo dos animais sem causar sinais clinicos (MELI et al., 2010) e sédo
encontradas principalmente no sangue periférico de animais (NEYMARK et al.,
2001).

A transmissdo de hemoplasmas nos animais ainda ndo € completamente
elucidada (WITTER et al., 2017). A infecgdo pode ocorrer por meio de vetores
artrépodes hematofagos (WILLI et al., 2007), tais como carrapatos, piolhos,
moscas e mosquitos (HOFMANN-LEHMANN et al.,, 2004; HORNOK et al.,
2010; MELLO et al., 2019; SONG et al.,, 2013). A transmissao por via
iatrogénica acontece por meio de injecdes parenterais com reutilizagcdo de
agulhas e instrumentos cirurgicos ou transfusdo de sangue com sangue de
animais contaminados em fase de laténcia ou evidentemente infectados
(NEYMARK et al., 2001; MESSICK, 2004). A transmissao vertical da mae para
o feto foi reportada em bovinos por meio da transmissédo transplacentaria
(GIROTTO-SOARES et al., 2016).

A hemoplasmose € uma zoonose emergente, com potencial de causar
prejuizos e preocupagdes a pecuaria e saude publica e foi reportada afetando

animais de producdo e de companhia no mundo todo, inclusive seres humanos
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(WANG et al., 2017; SYKES et al., 2010). A maioria dos hemoplasmas possui
hospedeiros especificos (PITCHER; NICHOLAS, 2005). Nos ruminantes ha
relatos de hemoplasmas infectando bovinos (WITTER et al., 2017; MOHD-
HASAN et al., 2017; MELLO et al., 2019), ovinos (SOUZA et al., 2019; WANG
et al., 2017), caprinos (MACHADO et al., 2017; SHI et al., 2019), Também
foram identificados parasitando outros ruminantes como cervideos (ANDRE et
al., 2020; GRAZZIOTIN et al., 2011) e camelos (ESMAILNEJAD et al., 2019;
SHARIFIYAZDI et al., 2018).

As mesmas espécies de micoplasmas hemotrdpicos que acometem bovinos
também ja foram identificadas parasitando bufalos: Mycoplasma wenyonii (M.
wenyonii) e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ (Ca. M. haemobos) (SU et al.,
2010; SANTOS et al., 2018; TAGAWA; MATSUMOTO; INOKUMA, 2008). A
hemoplasmose em bubalinos ja foi relatada em Cuba (DIAZ-SANCHEZ et al.,
2019), nas Filipinas (YBANES et al., 2019; GALON et al., 2020), Mocambique
(GONCALVES et al., 2018), Hungria (HORNOK et al., 2018), Iraque (SAHEY;
HUSSEIN; ALSAAD, 2016), China (SU et al., 2010) e Brasil (SANTOS et al.,
2018). Este estudo realizado no Brasil verificou que 34,8% dos bubalinos
testados no Maranhao tiveram diagndstico positivo para Mycoplasma sp.,
dentre estes 15,8% estavam infectados com M. wenyonii, 5,9% para ‘Ca. M.
haemobos’ e 78,2% eram positivos para ambas as espécies. Pelo
conhecimento do autor este € o unico trabalho realizado no Brasil pesquisando
a prevaléncia de hemoplasmas em bufalos.

Os casos de hemoplasmose podem variar na sua cronicidade e gravidade
(SYKES et al., 2010) e geralmente cursa de forma subclinica (SHARIFIYAZDI
et al., 2014). Alguns estudos relatam que os bovinos com quadro clinico agudo
podem apresentar anemia, mucosas palidas, febre transitoria, debilidade, perda
de apetite, anorexia, perda de peso, desidratacado, queda na producao de leite,
infertilidade, edema e pelame opaco e aspero quando infectados por M.
wenyonii e/ou ‘Ca. M. haemobos’ (WITTER et al., 2017; HOEZLE et al., 2011;
FUJIHARA et al., 2011; FARD et al., 2014, WILLI et al., 2007; TAGAWA et al.,
2013; SU et al., 2010). Os sinais clinicos apresentados pelos bubalinos ainda
sdo pouco conhecidos (SANTOS et al., 2018). No entanto, Sahey, Hussein e
Alsaad (2016) relatam que os bufalos infectados por M. wenyonii demostraram

sinais clinicos como dispneia e taquipineia, mucosas palidas e anemia,
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aumento do TPC, aumento de volume dos linfonodos superficiais, hipertermia,
taquicardia e taquipineia.

O diagnostico mais sensivel e especifico para identificagdo de diferentes
espécies de micoplasmas hemotrépicos € por meio da PCR (MELI et al., 2010).
A PCR é uma técnica que amplifica um fragmento de DNA do organismo in
vitro (DIAZ-SANCHEZ et al., 2019), onde o gene 16S do rRNA é a base para o
diagnostico de hemoplasmose (MESSICK, 2004). A amplificacdo na PCR
realizada diretamente de uma aliquota de sangue de animais permite a
deteccdo direta do patdogeno no sangue (WATANABE et al., 2008), mesmo o
patogeno estando presente em pequenas quantidades, o que ocorre nos
quadros crénicos (WANG et al., 2009).

Pouco se sabe sobre a susceptibilidade dos bubalinos a hemoplasmose no
Brasil. Por este motivo, o objetivo deste trabalho € determinar a prevaléncia de

hemoplasmose em bufalos criados no estado do Parana.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Comité de ética

Este projeto foi aprovado pela comissao de ética no uso de animais do setor
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (UFPR) sob o
protocolo 043/2020.

3.2.2 Area de estudo

Uma equipe envolvendo a UFPR coletou as amostras. Foram utilizados 138
bubalinos, dentre eles: machos e fémeas, jovens e adultos. Os animais
utilizados no estudo sao provenientes de diferentes cidades localizadas no
estado do Parana. Dentre os municipios estdo: Campo Largo (n=7), Castro
(n=25), Cerro azul (n=21), Adriandpolis (n=5), Morretes (n=21), Ponta Grossa
(n=6) e Rio Branco do Sul (n=53). A mesorregido e municipios, assim como o
numero de amostras e propriedades utilizadas por municipio estao ilustrados

abaixo na tabela 2.
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TABELA 2 - MESORREGIAO E MUNICIPIOS DE ONDE FORAM COLETADAS AS
AMOSTRAS DE SANGUE DE BUBALINOS, NUMERO DE PROPRIEDADES COLETADAS EM
CADA MUNICIPIO E NUMERO DE AMOSTRAS COLETADAS POR MUNICIPIO.

Mesorregido Municipios Numero de Numero de
propriedades por amostras coletadas
municipio

Centro Oriental Castro 1 25
Ponta Grossa 1 6
Curitiba Adriandpolis 1 5
Campo Largo 1 7

Cerro Azul 2 21

Morretes 1 21

Rio Branco do Sul 3 53

Total 07 10 138

FONTE: O autor, 2022.

3.2.3 Amostragem

Foram coletados aproximadamente 20 mL de sangue de cada animal por
meio da venopuncao jugular ou vasos coccigeos, que foram armazenados em
tubos a vacuo contendo acido etilenodiamino tetra-acético sédico (EDTA-
sodico) a 10%, na proporgao de 1,8 mg/mL de sangue. As amostras coletadas
foram separadas em aliquotas e armazenadas a -80°C para posterior para
deteccao de micoplasmas hemotrépicos por meio da técnica de PCR. Todos os
tubos foram devidamente identificados. As amostras foram encaminhadas para
realizacdo da PCR no laboratério do Instituto de Biotecnologia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), no campus de Botucatu-
SP.

3.2.4 Extragdo de DNA

A extragdo de DNA foi realizada com 200 pL de sangue por amostra,
utilizando o kit comercial llustra™ Blood genomic Prep Mini Spin Kit (lllustra,
GE Healthcare, UK) de acordo com as instrugdes do fabricante. A cada ciclo de
extracdo de amostras, um controle negativo (agua livre de nucleases) foi

incluido para garantir que nao houvesse contaminagao cruzada.

3.2.5 PCR em tempo real
Todas as amostras foram inicialmente analisadas para a presenca de

hemoplasmas utilizando um protocolo pan-hemoplasma com alvo para o gene
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16S rDNA por meio da PCR em tempo real (qQPCR) com SYBR™ Green PCR
Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) (WILLI et al., 2009).

3.2.6 PCR convencional e Sequenciamento Sanger

Foram selecionadas 34 amostras que apresentaram variacdo na
temperatura de dissociagdo (Tm) e no numero de ciclos para a curva de reagéo
(Ct) na gPCR para a realizagao de PCR convencional para confirmar o teste.
Para a PCR convencional utilizou-se um protocolo pan-hemoplasma com os
primers 16S_HAEMOforw 5’GGCCCATATTCCT(AG)CGGGAAGYZ’ e
16S_HAEMOrev 5’ AC(AG)GGATTACTAGTGATTCCAZ3’ (Hoelzle et al., 2011)
com alvo para o gene 16S rDNA (~1000 pares de base (pb)). Os amplicons
(~1000 pb) foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% por 40
minutos a 100 Volts e posteriormente visualizados no equipamento de Luz
ultravioleta UV light transilluminator (GE ImageQuant™LAS 500).

Foram selecionadas 4 amostras que apresentaram variagao na temperatura
de dissociagdo na PCR em tempo real (76,7°C, 77,1°C 78,4°C) para o
sequenciamento pelo método Sanger. Os produtos da PCR convencional foram
purificados utilizando 1.8x Beads Magnéticas (SpeedBead Magnetic
Carboxylate Modified Particles, Azide 0.05 %, GE Healthcare UK) e submetidas
ao sequenciamento em ambas as diregdes. As sequencias senso e anti-senso
foram analisadas utilizando o Geneious 8.1.9 (Biomatters, Auckland, New
Zealand) e as sequéncias consenso foram comparadas com as sequencias
depositadas no GenBank® por meio do software BLAST® nucleotide (National

Center for Biotechnology Information; Bethesda, MD, USA).

3.2.7 Analise estatistica
Anadlise estatistica foi realizada de maneira descritiva utilizando medidas de

frequéncia.

3.3 RESULTADOS

Quando utilizado o teste de PCR tempo real para diagnéstico de

hemoplasmose, 92,02% (127/138) foram positivas para Mycoplasma sp. O
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quadro abaixo (tabela 3) dispde dos dados de prevaléncia de cada propriedade

de onde as amostras de sangue de bubalinos foram coletadas.

TABELA 3 - LOCALIZAGAO, NUMERO DE ANIMAIS COLETADOS EM CADA
PROPRIEDADE E QUANTIDADE DE ANIMAIS POSITIVOS PARA HEMOPLASMOSE POR
METODO DE PCR TEMPO REAL.

Propriedade Localizagao N° de Positivos
animais PCR tempo real % positivo
coletados

1 Morretes 21 20 95,23%
2 Cerro Azul 10 10 100%
3 Cerro Azul 11 7 63,63%
4 Castro 25 24 96,0%
5 Rio Branco do Sul 5 3 60,0%
6 Rio Branco do Sul 21 20 95,23%
7 Rio Branco do Sul 27 25 92,59%
8 Campo Largo 7 7 100%
9 Adriandpolis 5 5 100%
10 Ponta Grossa 6 6 100%

Total 10 138 127 92,02%

FONTE: O autor, 2022.

Algumas amostras foram submetidas a PCR convencional, resultado
demonstrado na figura 1. Observa-se que todas as amostras sequenciadas na
figura 1 obtiveram presenca de fragmentos, sendo positivas para micoplasmas
hemotrdpicos, exceto a amostra 51. As amostras 77 e 81 foram utilizadas como
controle positivo. Em seguida, quatro amostras foram selecionadas para
sequenciamento pelo método Sanger, onde trés foram positivas para ‘Ca. M.
haemobos’, enquanto uma foi positiva para M. wenyonii. Estas amostras

pertenciam a animais advindos da propriedade localizada em Castro.
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FIGURA 1 — IMAGEM DE UMA DAS PLACAS DE PCR CONVENCIONAL NA LEITURA EM
GEL AGAROSE SOB LUZ DE IMUNOFLUORESCENCIA. A IDENTIFICACAO DE CADA
AMOSTRA SE ENCONTRA ACIMA DOS POCOS DE GEL.

FONTE: O autor, 2021.
(Neg: controle negativo)

3.4 DISCUSSAO

Tanto M. wenyonii como ‘Ca. M. haemobos’ foram detectados em bufalos
provenientes do estado do Parana. Este é o primeiro trabalho a determinar a
prevaléncia de bubalinos infectados por hemoplasmas por meio de método
molecular no sul do Brasil.

A prevaléncia de bufalos infectados por hemoplasmas no estado do Parana
foi mais alta que em outros trabalhos, ficando mais proximo dos resultados
trazidos por Hornok e colaboradores (2018), que obtiveram 91,2% dos
bubalinos testados positivos para M. wenyonii e 73,3% para ‘Ca. M. haemobos’
na Hungria. Sahey, Hussein e Alsaad (2016) também obtiveram prevaléncia
semelhante, de 91,4% dos bufalos positivos para M. wenyonii no Iraque.
Ybaries e colaboradores (2020) obtiveram 80% das bufalas leiteiras positivas
para o mesmo agente nas Filipinas. Deste modo, pode-se afirmar que o
presente trabalho conta com a maior prevaléncia de hemoplasmose detectada
em bufalos até o presente momento.

O unico trabalho sobre a prevaléncia de hemoplasmose em bufalos no
Brasil foi realizado por Santos e colaboradores (2018) e obteve 34,83% dos
bubalinos infectados por Mycoplasma spp. e, dentre estes animais, 15,84%

eram positivos apenas para M. wenyonii, enquanto 5,94% eram positivos
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apenas para ‘Ca. M. haemobos’ e 69,22% dos animais positivos estavam
infectados por ambas as espécies. No entanto este estudo utilizou apenas
bubalinos provenientes do estado do Maranhao, localizado na regido nordeste
do Brasil. A diferenca de prevaléncia quando comparada a obtida no presente
trabalho pode ser atribuida a diferenga climatica, manejos, métodos de criagéo
ou pressao de infecgao da regido. Observa-se também que as duas espécies
encontradas pelo PCR convencional no Maranhdo também foram identificadas
infectando bubalinos provenientes do estado do Parana. Isso pode sugerir que
as espécies de micoplasmas hemotropicos que infectam bubalinos estao
disseminados em territorio nacional.

A prevaléncia de hemoplasmose em bovinos no estado do Parana foi
determinada por Girotto e colaboradores (2012), que obteve 60,97% (264/433)
de amostras de sangue de bovinos leiteiros positivos para ‘Ca. M. haemobos’.
Entretanto neste trabalho nao foi realizado o sequenciamento para identificacao
de M. wenyonii. Ainda assim, pode-se observar que a prevaléncia de
hemoplasmose em bovinos no estado do Parana encontrada por Girotto e
colaboradores (2012) é menor que a obtida nos bubalinos no presente estudo.

A transmissao dos hemoplasmas pode ocorrer por meio de vetores
artrépodes, por transmissao vertical e iatrogénica (NEYMARK et al., 2001;
WILLI et al., 2007; HORNOK et al., 2010; GIROTTO-SOARES et al., 2016).
Pressupbe-se que bovinos e bubalinos criados a pasto podem ser mais
susceptiveis a infeccdo através de vetores, tais como carrapatos, piolhos,
moscas e mosquitos (SANTOS et al., 2020; HORNOK et al., 2010; SONG et
al., 2013; MELLO et al., 2019; TAGAWA et al., 2012; MOHD-HASAN et al.,
2017). Ademais, o clima no Brasil favorece o aparecimento destes vetores
hematofagos em meio aos rebanhos (SANTOS et al., 2018).

Carrapatos Riphicephalus microplus frequentemente parasitam bufalos
Bubalus bubalis e sabe-se que estes ectoparasitos conseguem completar seu
ciclo nestes hospedeiros (BENITEZ et al., 2012; DAME, 2004; DiAZ-SANCHEZ
et al., 2019; YBANEZ et al., 2019) e a transmiss&o natural de M. wenyonii ja foi
identificada por meio destes vetores (MOHD-HASAN et al., 2017; SHI et al.,
2019). Piolhos Haematopinus tuberculatus sao frequentemente encontrados
parasitando bufalos (GONCALVES et al., 2018) e, embora ndo se tenha

confirmacdo de que esta espécie em especial, Hofmann-Lehmann e
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colaboradores (2004) verificaram a presenga de hemoplasmas em piolhos
Haematopinus eurysternus infectados de maneira natural, sugerindo que
piolhos possam transmitir a hemoplasmose também. Song e colaboradores
(2013) também detectaram o DNA de hemoplamas em piolhos, moscas e
mosquitos, sugerindo que estes sejam vetores do agente.

Apesar da comum associacdo entre hemoplasmose e ectoparasitas
(MELLO et al., 2019; WILLI et al., 2007), um trabalho verificou que bubalinos
sem a presenca do carrapato Rhipicephalus microplus, estavam mais
frequentemente parasitados com ‘Ca. M. haemobos’ do que bufalos onde foi
constatada a presenga de carrapatos (DIAZ-SANCHEZ et al., 2019). Embora
tenha sido observada a presenga de carrapatos e piolhos nos bubalinos
utilizados no presente estudo, estes ectoparasitos ndo foram coletados,
quantificados ou devidamente identificados e a pesquisa de DNA de
hemoplasmas nestes parasitos também nao foi realizada. Outra limitagdo do
presente estudo foi ndo ter acesso aos fatores de risco para a hemoplasmose
em bufalos criados no Parana.

Todos os animais utilizados para coleta de sangue neste estudo estavam
aparentemente sadios, apesar da alta prevaléncia de hemoplasmose. Ainda
assim, ha trabalhos que relatam que a hemoplasmose em bubalinos pode
causar sinais clinicos como anemia e mucosas palidas, hipertermia, anorexia,
fraqueza, apatia e morte quando o animal apresenta um quadro de
imunossupressdao (MESSICK, 2004; SANTOS et al., 2020; SHARIFIYAZDI et
al., 2014; KONEVAL et al., 2017; FARD et al., 2014; SAHEY et al., 2016). Em
bovinos relata-se também a queda na producdo de leite, perda de peso,
desidratacdo, edema de tetos ou porcdes distais de membros e pelame de
aspecto opaco e aspero (SU et al., 2010; FUJIHARA et al.,2011; TAGAWA et
al., 2013; FARD et al., 2014; WITTER et al., 2017, WILLI t al., 2007, HOELZLE
et al.,, 2011; SMITH et al., 1990). O acompanhamento ou monitoramento dos
animais detectados positivos para a hemoplasmose seria interessante para
observacdes de possiveis sinais clinicos que pudessem ser demonstrados
referentes a doenga.

A prevencao e controle da hemoplasmose ocorrem principalmente a partir
de medidas como o controle de ectoparasitos no rebanho, principalmente

carrapatos e piolhos, e adocdo de medidas que evitem a transmissao
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iatrogénica da enfermidade, tais como evitar reutilizagao de agulhas, seringas e
instrumentos cirurgicos que possam estar contaminados com sangue de outros
animais (NEYMARK et al., 2001; SHI et al., 2019).

3.5 CONCLUSAO

A prevaléncia de Mycoplasma spp. em bubalinos testados em diferentes
propriedades e municipios no estado do Parana é alta, sendo considerada a
maior encontrada na literatura até o presente momento. Este € o primeiro
trabalho a investigar a prevaléncia de hemoplasmas em bubalinos neste estado
e 0 segundo no Brasil. Foram diagnosticados M. wenyonii e ‘Ca. M. haemobos’
nestes animais. Novos estudos sdo necessarios para determinar as espécies
de ectoparasitas que se encontram em bubalinos infectados por hemoplasmas
no estado do Parana e verificar a sua capacidade como vetores de
micoplasmas hemotropicos. A hemoplasmose por ser uma zoonose emergente

€ um problema de saude publica e animal.
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4 CAPITULO 3: BUFALOS E ASPECTOS DA LEPTOSPIROSE -
REVISAO BIBLIOGRAFICA

RESUMO: Dentre as enfermidades infectocontagiosas que podem afetar a
producdo e reprodugdo de bubalinos estd a leptospirose. E causada pela
Leptospira spp., uma espiroqueta, que pode ser classificada sorologicamente
ou genotipicamente. Os bufalos sdo considerados reservatérios do sorovar
Hardjo, principal sorovar que acomete bubalinos. A leptospirose tem maior
ocorréncia em locais com clima tropical, subtropical ou temperado, onde o
clima é umido e chuvoso. Roedores e outros animais silvestres sao importantes
reservatorios e fonte de infecgdo da bactéria para bubalinos e outras espécies
de animais. Os habitos dos bufalos podem ser um fator predisponente a
infecgao, assim como a densidade animal e a ndo utilizagcdo da inseminacao
artificial nos rebanhos. A prevaléncia da leptospirose varia em rebanhos
bubalinos no Brasil e no mundo. A principal forma de infeccéo € por contato
direto ou indireto com urina de animais portadores ou infectados, mas a
transmissao venérea também deve ser considerada. A doencga tem as fases de
leptospiremia e leptospiruria e pode durar de meses a anos. Os sinais clinicos
podem ser febre, ictericia, hemoglobinuria, mas a forma subclinica € comum e
caracterizada por abortamentos e reducgao da fertilidade. Os principais métodos
diagndsticos sao pela técnica de Soroaglutinagdo Microscopica e Reagéo da
Cadeia em Polimerase. Para profilaxia e controle é importante o controle de
roedores e possiveis portadores da doencga, assim como a vacinagdo dos

rebanhos e tratamento dos animais portadores assintomaticos e sintomaticos.

Palavras-chave: Leptospira, bubalinos, Hardjo, ictericia, infertilidade.

BUFFALOES AND ASPECTS OF LEPTOSPIROSIS - A REVIEW

ABSTRACT: Among the infectious diseases that can affect the production and
reproduction of buffalo is leptospirosis. It is caused by Leptospira spp., a
spirochete, which can be classified serologically or genotypically. Buffaloes are

considered reservoirs of the Hardjo serovar, the main serovar affecting them.
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Leptospirosis is more common in places with tropical, subtropical or temperate
climates, where the climate is humid and rainy. Rodents and other wild animals
are important reservoirs and sources of infection of the bacteria for buffalo and
other animal species. The habits of buffaloes may be a predisposing factor to
infection, as well as animal density and the non-use of artificial insemination in
herds. The prevalence of leptospirosis varies in buffalo herds in Brazil and
worldwide. The main form of infection is by direct or indirect contact with urine
from infected or carrier animals, but venereal transmission should also be
considered. The disease has the phases of leptospiremia and leptospirauria
and can last from months to years. Clinical signs can be fever, jaundice,
hemoglobinuria, but the subclinical form is common and characterized by
abortions and reduced fertility. The main diagnostic methods are by Microscopic
Serum Agglutination and Polymerase Chain Reaction. For prophylaxis and
control it is important to control rodents and possible carriers of the disease, as

well as vaccinating herds and treating asymptomatic and symptomatic carriers.

Key-words: Leptospira, buffaloes, Hardjo, jaundice, infertility

4.1 INTRODUCAO

Bufalos s&o animais de facil adaptacdo a diferentes condicbes
geoclimaticas (VIANA et al., 2009). Apesar de serem considerados animais
rusticos, estes podem ser afetados por enfermidades que influenciam
negativamente na sua producdo e reproducdo (GUEDES et al.,, 2020a;
CONTRERAS; FIGUEREDO; CARRILO, 2012). Entre as doengas
infectocontagiosas que afetam a sanidade, produgcdo e desempenho

reprodutivo dos bubalinos, pode-se destacar a leptospirose.

A leptospirose € uma zoonose emergente de distribuicdo mundial e
acomete animais domésticos, silvestres e o ser humano (DE LIMA BRASIL et
al., 2015; PAIXAO et al.,, 2016). E uma doenca grave, que por vezes é
negligenciada por falta de informacéo e conhecimento sobre a extensao da

doencga e suas consequéncias (WHO, 2011). Além do impacto social e sanitario
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da leptospirose, esta também causa prejuizos econdmicos devido a
infertilidade e abortamentos (OLIVEIRA; ARSKY; PACHECO DE CALDAS,
2013; ELLIS, 2015). O objetivo deste trabalho foi realizar uma reviséo
bibliografica sobre a leptospirose e suas particularidades quando acomete
bufalos e também, realizar um levantamento da prevaléncia de infecgao de

bubalinos por leptospirose no Brasil e no mundo.

4.2 AGENTE ETIOLOGICO E PATOGENIA

A leptospirose é causada por bactéria espiroqueta do género Leptospira,
pertencente a familia Leptospiraceae da ordem Spirochetales (ADLER,;
MOCTEZUMA, 2010; OLIVEIRA; ARSKY; PACHECO DE CALDAS, 2013). Sao
bactérias helicoidais gram-negativas méveis, aerdbias e de crescimento lento,
gue necessitam de meios especiais para cultura (LI et al., 2000; CHIDEROLI et
al., 2017). A classificagdo da Leptospira spp. pode ser sorologica, que define
sorovares € sorogrupos, enquanto a classificagdo genotipica define genomo
espeécies baseadas na similaridade do DNA entre as cepas bacterianas
(GUERNIER; ALLAN; GOARANT, 2018). As classificagbes sorolégicas e
genotipicas nao estdo associadas, e 0s sorovares patogénicos e nao

patogénicos podem pertencer a mesma genomo espécie (LEVETT, 2004).

A Leptospira spp. possui cerca de 300 sorovares patogénicos, divididos
em 25 sorogrupos de acordo com a sua similaridade antigénica (VINCENT et
al.,, 2019; WHO, 2013). Leptospira interrogans compreende todas as
leptospiras patogénicas e L. biflexa representa as leptospiras saprofitas
isoladas no ambiente (LEVETT, 2001). Alguns sorovares apresentam afinidade
por determinadas espécies, mas podem infectar outras espécies susceptiveis
(LANGONI, et al.,, 1999). A classificagdo baseada na sorologia é utilizada

principalmente para finalidades epidemiologicas (DI AZEVEDO et al., 2020)

Mecanismos moleculares da patogenia da leptospirose ainda s&o pouco
elucidados. A patogenicidade da Leptospira depende de fatores como os
lipopolissacarideos de membrana, hemolisinas, proteinas de membrana e de

superficie, moléculas de adesdo ou genes bacterianos, como o ClpB
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(EVANGELISTA; COBURN, 2010; KEDZIERSKA-MIESZKOWSKA; ARENT,
2020).

4.3 EPIDEMIOLOGIA

A leptospirose ocorre principalmente em paises de clima tropical,
subtropical e temperado, especialmente durante o periodo de altos indices
pluviométricos (VIEIRA; PINTO; LILENBAUM, 2018). As leptospiras podem
sobreviver fora do hospedeiro por longos periodos em ambientes quentes e
chuvosos, com pH neutro e umidade, contaminando a lama, terrenos umidos,
barro, pantanos, coérregos, lagos e vegetacdo (SAITO et al., 2013;
HASSANPOUR; MOUSAVI, 2007; WASINSKI; DUTKIEWICZ, 2013).

Locais onde ha esgotos a céu aberto ou onde ocorrem enchentes,
alagamentos ou inundagdes representam grande risco para propagacao da
doenga (CHADSUTHI et al., 2018). A presenca de roedores, cervideos,
capivaras, gambas e outras espécies silvestres no ambiente, que podem atuar
como reservatorios de Leptospira spp. € transmiti-las para o rebanho ou seres
humanos (CASTRO et al., 2008; ASSENGA, 2015).

Além de animais silvestres, a criagao conjunta de diversas espécies de
animais pode predispor a transmiss&o da leptospirose (PAIXAO et al., 2016). A
densidade animal também é um dos fatores de risco para transmissao da
leptospirose, a qual favorece o contato dos animais com vegetacbes e
ambientes contaminados, especialmente com urinas, restos placentarios ou
fetos caso haja a presenca de animais soropositivos (PAIXAO et al., 2016;
CHADSUTHI et al., 2017).

Quando se trata de bubalinos, o habito destes animais de se banhar em
areas alagadicas ou na lama para realizar a termorregulagdo corporal e
protecdo contra ectoparasitas € um dos principais fatores de risco para a
infeccdo desta espécie pela leptospirose (NAPOLITANO et al., 2013). Este
comportamento facilita o consumo e o contato da agua contaminada por

roedores ou mesmo por outros bubalinos ou animais portadores que urinaram
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nestas areas com as mucosas oculares, nasais, oral ou genital dos animais
(GIRALDO et al., 2014; HAJIKOLAEI et al., 2006).

Conhecimento sobre a distribuicdo da doenca em uma determinada area
e seus hospedeiros acidentais e reservatorios sdo essenciais para entender a
epizootiologia da doenca (BALAMURUGAN et al., 2016). Os sorovares
envolvidos podem variar de regido para regido dependendo das espécies
animais de contato, dos sorovares existentes, das condicbes ambientais e
climaticas, além do manejo e das oportunidades de infecgéo direta ou indireta
(ELLIS, 1984).

Bovinos sao conhecidos principal reservatério ou hospedeiro natural de
Leptospira sorogrupo Sejroe, principalmente o sorovar Hardjo, que pode
sobreviver em seu organismo por anos (HATHAWAY; LITTLE; PRITCHARD,
1986). Dois genotipos do sorovar Hardjo s&o encontrados em ruminantes: o
Hardjobovis, pertencente a espécie L. borgpetersenii, e o Hardjoprajitno,
pertencente a espécie L. interrogans (ELLIS, 2015; NALLY et al., 2018). Estes
dois tipos do sorvar Hardjo sdo sorologicamente idénticos, mas geneticamente
distintos e estdo associados principalmente a Leptospirose Genital Bovina
(LGB) (OLIVEIRA et al., 2009; LOUREIRO; LILIENBAUM, 2020).

Assim como em bovinos, bubalinos também sdo acometidos
principalmente pelo sorovar Hardjo, e por este motivo também sao
considerados reservatérios deste sorovar (GUEDES et al., 2020b; KENAR;
OZDEMIR, 2013; ASSENGA et al., 2015). Ha relatos de bubalinos infectados
por outros sorovares, tais como o Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae,
Hebdomadis, Australis, Wolffi, Pomona ou Canicola, por exemplo, que pode
ocorrer pela sua interagcdo com roedores ou outros animais silvestres no
ambiente (JANSEN et al.,, 2007; LANGONI et al., 1999; KENAR; OZDEMIR,
2013). Outra variante do sorogrupo Sejroe, L. santarosai sorovar Guaricura foi
encontrado em bovinos e bubalinos no Brasil (VASCONCELLOS et al., 2001;
LOUREIRO et al., 2016).

Leptospirose em bufalos ja foi detectada em diversos paises no mundo

com diferentes prevaléncias variando de 2,3% a 88% (OLMO et al., 2018;
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SELVARAJ et al., 2010). Informagdes sobre a prevaléncia de leptospirose em
bubalinos em alguns paises no mundo estao descritas na tabela 4.
TABELA 4 - DEMONSTRACAO ESQUEMATICA DE ALGUNS TRABALHOS NA

LITERATURA QUE APRESENTAM A PREVALENCIA DA LEPTOSPIROSE EM BUBALINOS
EM ALGUNS PAISES NOS ULTIMOS ANOS.

Pais Prevaléncia (%) Autores
Argentina 22,2% Konrad et al., 2013
Caribe, Trinidade 14,6% Adesiyunet al., 2009
Coldbmbia 37,3% Giraldo et al., 2014
Egito 25% Felt et al., 2011
Egito 15,4% Samir et al., 2015
Filipinas 48% Villanueva et al., 2016a
Filipinas 17,3% Villanueva et al., 2016b
india 67,18% Alamuri et al., 2019
india 15,69% Patel et al., 2016
india 88% Selvaraj et al., 2010
Iran 58,73% Hajikolaei et al., 2006
Iran 35,29% Mohammad, 2014
Italia 6,8% Tagliabue et al., 2016
Lao 2,3% Olmo et al., 2018
Nepal 37% Shrestha et al., 2018
Paquistao 12,69% ljaz et al., 2020
Tailandia 28,1% Chadsuthi et al., 2017
Tailandia 30,5% Suwancharoen et al., 2013
Tanzania 28,95% Assenga et al., 2015
Turquia 32,26% Kenar; Ozdemir, 2013
Uganda 42,39% Atherstone et al., 2014

FONTE: O autor, 2022.

No Brasil, nos ultimos anos a frequéncia de bubalinos soropositivos para
leptospirose varia de 2,4% a 80%, e o sorovar de maior prevaléncia € o Hardjo,
como pode-se observar na tabela 5 (GUEDES et al., 2020a; FAVERO et al.,
2002; ROCHA et al., 2019; VIANA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2018).

TABELA 5 — SOROPREVALENCIA DE LEPTOSPIRA EM BUBALINOS EM DIVERSOS
ESTADOS BRASILEIROS.

Municipio/ Prevaléncia Principais sorovares Autores
Estado
Sudeste
Sao Paulo 43,7% Hardjo e Pomona Favero et al., 2002
Vale do Ribeira 37, 7% Wolffi, Icterohaemorrhagiae Langoni et al., 1999
em Sao Paulo e Hardjo
Sao Paulo 50,9% Australis, Autumnalis e Fujii et al., 2001
Castellonis
Uberlandia, 56,25% Sejroe, Hardjo, Wolffi Mendes et al., 2018
Minas Gerais
Nordeste
Maranh&o 70,58% Pomona, Butembo e Carvalho et al., 2015
Icterohaemorrhagiae
Paraiba 27,9% Bratislava, Pomona e De Lima Brasil et al., 2015
Canicola
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Pernambuco 28,5% Sejroe, Hardjopraijitno e Oliveira et al., 2018
Hardjo
Norte
Amapa 2,4% Hardjo Guedes et al., 2020a
Amazonas 63,6% Hardjo, Autumnalis Guedes et al., 2020b
e Pomona
Belém 35,4% Hardjo, Rocha et al., 2019
Icterohaemorrhagiae e
Djasiman
llha do Marajo e 80% Autumnalis, Hardjo e Wolffi Viana et al., 2009
Para
Para 34,27% Sentot, Hardjo e Australis Oliveira et al., 2013
Para 67,72% Hardjo, Grippotyphosa, Silva et al., 2009
Pomona

FONTE: O autor, 2022.

4.4 TRANSMISSAO

O mecanismo de transmissao da leptospirose envolve infecgdes acidentais,
na qual o animal se infecta por um sorovar ndo adaptado a sua espécie
eliminado por um portador de outra espécie, como roedores ou outros animais
silvestres (ELLIS, 2015). Pode ocorrer a infeccdo por sorovares adaptados,
onde individuos portadores transmitem o patdégeno para animais da mesma
espécie, que também serdo portadores (LOUREIRO; LILENBAUM; 2020).

Infecgdo de animais e seres humanos pela Leptospira frequentemente
ocorre por contato direto com a urina ou materiais biolégicos de animais
portadores ou clinicamente doentes ou de forma indireta pelo contato com
agua, solo ou vegetagao contaminada (GUERNIER; ALLAN; GOARANT, 2018).
Bebedouros, alimentos e racdes de animais confinados também podem estar
contaminados (ASSENGA et al., 2015).

A mobilidade conferida as Leptospiras pela presenca de flagelos
periplasmaticos permite a bactéria invadir o organismo do hospedeiro por
penetracdo ativa na pele danificada ou mucosas intactas (ELLIS, 2015;
EVANGELISTA; COBURN, 2010). Deste modo, os animais se infectam por
meio do contato com a mucosa oral, nasal, genital ou por contato com
abrasdes na pele (BAQUERO; GOMEZ; HERNANDEZ, 2010). Apds um ou dois
dias da infecgdo se inicia o periodo de bacteremia, que pode durar uma

semana. Esta é a fase aguda da doenga, que esta geralmente associada a
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infeccdo acidental com os sorovares Pomona e Icterohaemorrhagiae, que
possui alta morbidade e alta mortalidade (LEVETT, 2001; ELLIS, 2015).

Na fase de letospiremia a Leptospira se dissemina pela corrente
sanguinea se multiplicando ativamente, colonizando outros érgaos como
figado, rins, érgaos reprodutivos do macho e da fémea, membranas fetais, feto,
glandula mamaria, baco, pulmdes e sistema nervoso central (BAQUERO;
GOMEZ; HERNANDEZ, 2010; MARIANELLI et al., 2007; ADLER, 2014).
Nestes locais podem ser ocasionados danos tissulares severos em decorréncia
das toxinas leptospirais e os sinais clinicos do quadro agudo se manifestam
(ADLER; MOCTEZUMA, 2010). Durante este periodo a Leptospira spp. pode

ser isolada de sangue e amostras de 6rgaos (ELLIS, 2015).

Apos essa fase inicial a quantidade de leptospiras na circulagao diminui
e elas ficam restritas aos tecidos, dentre eles os rins, principalmente no epitélio
dos tubulos renais proximais, onde se multiplicam e sdo eliminadas na urina
(LEVETT, 2001). Essa ¢é a forma cronica da doenga, denominada leptospiruria,
que pode durar de meses a anos e varia entre espécies de hospedeiros,
também denominados portadores assintomaticos, e sorovar infectante (ELLIS,
2015; ADLER, 2014; GALIERO, 2007).

A perda da eficiéncia reprodutiva € uma das principais consequéncias
em portadores assintomaticos e ja foram encontradas leptospiras no oviduto e
utero de fémeas nao prenhas e no trato genital de machos (GALIERO, 2007;
OLIVEIRA et al.,, 2009). A bactéria também ja foi identificada em fluidos
vaginais de fémeas ou no sémen (MASRI et al. 1997; LOUREIRO et al. 2017).

As leptospiras quando presentes no trato reprodutivo da fémea podem
interferir na implantacdo embrionaria. Eventualmente o agente pode atravessar
a placenta e infectar o feto, causando a morte embrionaria e abortamento
(PLUNKETT et al., 2013). Por conta disso os fetos, placenta e fluidos de
animais contaminados, mesmo que aparentemente sadios, também podem ser
fonte de infeccado para outros animais e seres humanos (BALAMURUGAN et
al., 2016).



64

4.5 SINAIS CLINICOS

Os animais infectados pela Leptospira podem adoecer, mas a maioria se
torna portador assintomatico (OLIVEIRA; ARSKY; PACHECO DE CALDAS,
2013; FELT et al.,, 2011). O quadro clinico da leptospirose em bubalinos €&
similar ao dos bovinos (GALIERO, 2007). Bufalos infectados apresentando a
forma aguda da doenca podem apresentar depressao, anorexia, febre, ictericia,
queda na producgao de leite e mastite, caracterizada pelo ubere flacido e leite
com coagulos de sangue, hemoglobinuria (AHMED, 1990; GAROUSSI et al.,
2017; HASSANPOUR; MOUSAVI, 2007; FELT et al., 2011).

Os animais que sobrevivem ao quadro agudo evoluem para o quadro
cronico se tornando portadores geralmente assintomaticos, que apresentam
repeticdo de estro e altas taxas de abortamentos (ELLIS, 2015; LOUREIRO;
LILENBAUM, 2020; IJAZ et al., 2020; GALIERO, 2007; MARIANELLI et al.,
2007). Em razao disto, LOUREIRO; LILENBAUM (2020) sugeriram que a
leptospirose “silenciosa” que afeta a reprodugdo fosse considerada uma

sindrome, denominada Leptospirose Genital Bovina (LGB).

A LGB é causada principalmente pelo sorovar Hardjo, e é associada a
perdas embrionarias precoces e repeticdo de estro, muito provavelmente pela
inflamacgéao uterina ou contaminagcéo do embrido pela Leptospira (LOUREIRO;
LILENBAUM, 2020; MORI et al., 2017). Isto ocorre principalmente no terco final
da gestacéo, causando morte fetal, com ou sem a degeneragao da placenta e
expulsdo dos fetos algumas semana apds a infecgdo, sendo possivel detectar
a infecgao por Leptospira em fetos abortados (MARIANELLI et al., 2007). Pode
ocorrer o nascimento de bezerros com leptospirose congénita, mas estes
nascem debilitados (ELLIS, 2015).

4.6 DIAGNOSTICO

O diagnodstico de leptospirose € feito com base no historico
epidemiolégico e possiveis sinais clinicos e confirmado por métodos

soroldgicos ou moleculares (LEVETT, 2001). O diagndstico de leptospirose em
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animais depende da coleta adequada de material biolégico e o estagio da
infeccédo (DI AZEVEDO et al., 2020).

Levett (2001) afirmou que é possivel determinar a provavel fase de
infeccdo por meio dos resultados dos testes utilizados. Na fase de
leptospiremia as leptospiras podem ser encontradas no sangue e tecidos como
o figado nos primeiros dez dias, portanto a técnica de PCR e cultura sdo mais
eficazes para o diagndstico nessa fase. Na fase de leptospiruria os patégenos
podem ser encontrados na urina e rins de animais infectados e a producao de
anticorpos (AC) contra a infeccao ja esta elevada, por este motivo a técnica de
Soroaglutinagédo Microscopica (SAM) identifica AC a partir do final da fase

aguda até meses apos a infecgao.

A SAM é considerada o padrdao ouro de diagnéstico para leptospirose
(WHO, 2013). Este teste é utilizado para a deteccdo de AC para os diferentes
sorogrupos e sorovares de Leptospira por meio de mensuragao dos titulos de
imunoglobulina G e imunoglobulina M, que possuem pico apds 10 a 20 dias de
infeccdo e diminuem entre seis e 12 meses (PRITCHARD, 2001; ASSENGA,
2015). Titulos maiores ou iguais a 1:100 s&do considerados positivos (WHO,
2011).

O teste possui maior sensibilidade para identificar sorogrupos do que do
sorovares, de modo que nem sempre € possivel ter certeza do sorovar
infectante (SYKES et al., 2011). Rea¢des cruzadas podem acontecer quando
os infectados produzem AC que reagem a diversos sorovares simultaneamente
(LEVETT, 2001).

Quando as amostras séo coletadas na fase aguda da doenga em que
ainda nao ha producado de AC, podem ocorrer resultados falso-negativos na
SAM (DENEKE et al., 2014). A deteccdo da doenga na forma crdnica em
animais reservatérios também pode obter resultados falso-negativos, pois
animais estes podem apresentar titulos abaixo dos niveis detectaveis (NALLY
et al., 2018). A SAM pode também sofrer interferéncia de AC vacinais,
resultando em resultados falso-positivos ou diagnosticando sorovares

provenientes das vacinas (NARDI JUNIOR et al.,, 2010). Em raz&o destas
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condi¢des citadas, técnicas moleculares vém sendo bastante utilizadas para

classificagao das espécies de Leptospira spp. (COSATE et al., 2017).

O diagnostico molecular para detecgdo e amplificagdo do DNA de
leptospira pela PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade (HAMOND et
al.,, 2014). Urina, sangue, fluidos genitais e diversos tecidos podem ser
utiizados para diagnosticar a Leptospira spp. por PCR (LOUREIRO;
LILENBAUM, 2020; DI AZEVEDO et al.,, 2020). A utilizacdo de tecidos
corporais € interessante apds a morte do animal e nos casos de abortos é
interessante avaliar o sangue e tecidos embrionarios, como figado, fluidos
oculares, rins e tecidos respiratérios (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; DI
AZEVEDO et al., 2020). Em casos de suspeita de LGB, a chance de encontrar
leptospiras na descarga vaginal foi duas vezes maior do que nos rins e urina
(LOUREIRO et al., 2017).

A PCR teste pode diagnosticar casos agudos de leptospirose, uma vez
que detecta o DNA bacteriano, ndo depende da resposta imune a infecgao e
permite a identificacdo de espécies sem a necessidade de isolamento
bacteriano (WAGGONER; PINSKY, 2016; LOUREIRO et al. 2016; GUEDES et
al. 2019). Este método também possui algumas limitagdes, pois ainda nao
possui padronizagdo da técnica e podem-se utilizar diferentes marcadores
genéticos, dificultando a comparagao entre resultados, além de seu alto custo
na compra de kits diagndsticos (DI AZEVEDO et al., 2020).

Outro método sorolégico que pode ser utilizado é o Ensaio de
Imunoabsorgdo Enzimatica (ELISA), que possui 90% de correlagdo com os
resultados da SAM (KHANAL et al., 2018). O teste de ELISA utiliza antigenos

celulares para o diagnéstico e é relativamente sensivel (DENEKE et al., 2014).

O cultivo da Leptospira néao é rotineiramente utilizado, pois € um método
dificil, caro, demorado e pouco sensivel (REAGAN; SYKES, 2019; OIE, 2012;
ELLIS, 2015). A cultura de leptospiras é exigente e ¢é susceptivel a
contaminacgdes, por isso deve ser realizada em meios especiais liquidos ou
semissolidos (agar 0,1 — 0,2%) contendo albumina sérica bovina (BSA), Tween

80 (Polisorbato 80, emulsificante e surfactante) ou uma combinagdo de Tween



67

80 and Tween 40 (CHIDEROLI et al., 2017; ELLIS, 1984). A contaminacao da
cultura pode ser controlada com a adi¢gao de antibiéticos como a fosfomicina,

rifamicina, polimixina ou neomicina (OIE, 2012).

A visualizagdo microscopica direta das bactérias do género Leptospira
spp. também tem suas limitacdes, pois estas bactérias ndo sao coradas por
corantes convencionais utilizados para visualizagdo microscopica de bactérias,
sendo necessaria a visualizagdo em microscopia de campo escuro (GALIERO,
2007). Amostras de sangue, urina e leite de animais infectados podem ser
avaliadas por este método, mas sua sensibilidade e especificidade sao baixas,
portanto nao é rotineiramente utilizado (ELLIS, 2015; REAGAN; SYKES, 2019).

4.7 CONTROLE E PREVENGAO

Além do diagnostico, medidas de prevengdo com relagdo a saude publica
incluem a conscientizagdo da populacdo quanto a presencga da doenca, seus
fatores de risco, modo de transmissdo e controle sdo importantes
(CHADSUTHI et al.,, 2017). A identificacdo dos sorovares circulantes em
determinadas regides € essencial para a elaboragao de controle estratégico da
enfermidade (ELLIS, 2015).

O controle de roedores e outros possiveis transmissores da leptospirose,
como capivaras, € parte importante das medidas de controle e prevencado da
enfermidade (NARDI JUNIOR et al., 2010; ADLER; MOCTEZUMA, 2010). E
recomendado realizar também o controle de fatores ambientais, tais como
eliminacao do excesso de agua do ambiente, fornecimento de agua e alimentos
limpos e de qualidade, higiene dos equipamentos (NARDI JUNIOR et al., 2010;

LEVETT, 2001).

Deve-se evitar a criacao dos animais em meio urbano, principalmente em
locais sem saneamento basico adequado, controle de inundagdes ou
enchentes e manutengao de areas alagadas (LEVETT, 2001). Nao se indica a
criagdo de diversas espécies em conjunto e a alta densidade de animais em
uma mesma area (PAIXAO et al., 2016).
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A vacinagao é um método importante e relativamente barato de prevencao,
que proporciona imunidade humoral aos animais, protegendo-os contra a
manifestacdo de sinais clinicos da leptospirose (LOUREIRO; LILENBAUM,
2020). O reconhecimento e caracterizagdo de leptospiras que afetam
determinada regiao sao fundamentais para a producéo de vacinas eficazes que
contenham sorovares presentes na regido de interesse (COSATE et al., 2017).
No Brasil as vacinas comerciais disponiveis no mercado sao compostas por
cinco a 10 sorovares, que atendem as soroprevaléncias de algumas regiées do
pais (CASTRO et al., 2008).

Outra medida profildtica € o isolamento e tratamento de animais
soropositivos, seja portadores assintomaticos ou com sinais clinicos evidentes
(LEVETT, 2001). O tratamento deve ser com antibidticos para interromper a
multiplicagcdo e excrecdo da Leptospira spp. na urina, visando diminuir o
numero de animais infectados no rebanho e consequentemente diminuir a
transmissao entre o rebanho (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020; ELLIS, 2015). A
dihidroestreptomicina é o antibidético recomendado para o tratamento da
leptospirose (GERRITSEN et al., 1994). Outros antibiéticos como a
oxitetraciclina, tilmicosina e ceftiofur também tiveram resultados satisfatérios no

tratamento de leptospirose (ALT et al., 2001).

Uma forma de prevencgao para a LGB ¢ a utilizagao de inseminacgao artificial
ou outras biotécnicas da reprodugdo nos rebanhos (GIVENS, 2018;
LOUREIRO; LILENBAUM, 2020). Entretanto, mesmo com o uso de
biotecnologias da reproducdo também pode ocorrer a transmissédo de
leptospirose. Estudos em que o embrido foi fertilizado in vitro demonstram que
este pode ser danificado pelas leptospiras, podendo infectar a receptora
também (BIELANSKI; SURUJBALLI, 1998). Leptospiras também podem
sobreviver as baixas temperaturas em que o sémen é armazenado quando
congelado (EAGLESOME; GARCIA, 1992). Por este motivo os meios utilizados
para o manuseio, cultivo e armazenamento de embrides sdo suplementados
com estreptomicina e penicilina, assim como os meios de diluigdo do sémen
(BIELANSKI, 2007; GIVENS, 2018; DI AZEVEDO et al., 2020; LOUREIRO;
LILENBAUM, 2020).



69

A leptospirose € uma enfermidade presente nos rebanhos bubalinos no
Brasil e no mundo. A presenga de roedores e outros animais silvestres
portadores, assim como condigdes ambientais em algumas regides e a falta de
sanidade dos animais sao fatores predisponentes para infecgdo. Os animais
podem ser portadores assintomaticos ou apresentar manifestacoes clinicas,
tais como febre e ictericia. Conclui-se que as medidas de prevencgao e controle

sao o principal meio para evitar a propagag¢ao da doenca.
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5. CAPITULO 4: FREQUENCIA DE ANTICORPOS CONTRA Leptospira spp.
E SOROVARES PREDOMINANTES EM BUFALOS (Bubalus bubalis) NO
ESTADO DO PARANA, BRASIL

RESUMO: A leptospirose € uma zoonose que pode acometer bufalos e é
causada pela bactéria gram-negativa do género Leptospira spp. e a doenga
cursa com a fase de leptospiremia e leptospiruria. A infeccdo ocorre pelo
contato com a urina ou ambiente contaminado com as mucosas dos animais. O
objetivo deste trabalho foi determinar prevaléncia de anticorpos contra
Leptospira spp. em bubalinos no estado do Parana, Brasil, assim como os
principais sorovares presentes. Um total de 296 amostras de sangue foram
coletadas de bubalinos provenientes de 22 propriedades localizadas em
diferentes municipios e mesorregides do estado do Parana. Foi realizado o
teste de soroaglutinagdo microscopica para detectar a presenga de anticorpos
anti-Leptospira spp. e identificagdo de seus sorovares. A prevaléncia foi de
75,67% dos bufalos soropositivos para pelo menos um sorovar. O sorovar mais
frequente foi o Icterohaemorrhagiae, com 69,59% de animais sororreagentes,
seguido pelo sorovar Hardjo com 17,90% de bubalinos soropositivos e o
terceiro sorovar mais frequente foi o Pomona com 17,56% dos animais
soropositivos. Este € o primeiro trabalho que determina a prevaléncia da
leptospirose em bubalinos no estado do Parana. Medidas de prevengéo e
controle sdo importantes para controle da enfermidade nos rebanhos, que

também é uma questdo de saude publica.

Palavras-chave: leptospirose, bubalinos, Icterohaemorrhagiae, sorologia

PREVALENCE OF Leptospira spp ANTIBODIES AND PREDOMINANT
SOROVARS IN BUFFALOES (Bubalus bubalis) IN PARANA STATE,
BRAZIL

ABSTRACT: Leptospirosis is a zoonosis that can infect buffaloes, it's caused
by gram-negative bacteria of the genus Leptospira spp. and the disease
progresses through the phases of leptospiremia and leptospirauria. Infection

occurs through contact with urine or contaminated environment with the mucous
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membranes of the animals. The objective of this study was to determine the
seroprevalence of leptospirosis in buffaloes in the state of Parana, Brazil, as
well as the main serovars present. A total of 296 blood samples were collected
from bubalines from 22 properties located in different cities and mesoregions of
Parana state. A microscopic serum agglutination test was performed to detect
the presence of anti-Leptospira spp. antibodies and to identify its serovars. The
prevalence was 75.67% of buffaloes seropositive for at least one serovar. The
most frequent serovar was Icterohaemorrhagiae, with 69.59% of seropositive
animals, followed by the Hardjo serovar with 17.90% of seropositive buffaloes
and the third most frequent serovar was Pomona with 17.56% of seropositive
animals. This is the first study to determine the prevalence of leptospirosis in
buffaloes in the state of Parana. Prevention and control measures are important

to control the disease in herds, which is also a public health issue.

Key-words: leptospirosis, bubalines, Icterohaemorrhagiae, sorology

5.1 INTRODUGAO

Bufalos sdo animais que se adaptam facilmente a diferentes condicbes
geoclimaticas e s&do conhecidos pela sua rusticidade (VIANA et al., 2009;
GUEDES et al., 2020a). Entretanto, torna-se necessario o conhecimento sobre
enfermidades que afetem negativamente a sua producéao, reproducao e fatores
que influenciam diretamente na viabilidade econdbmica da producdo destes
animais (CONTRERAS; FIGUEREDO; CARRILO, 2012; VIANA et al., 2009).
Dentre as doengas infectocontagiosas que afetam a sanidade, produgéo e
reproducdo dos bubalinos pode-se destacar a leptospirose, que também é
importante sob o ponto de vista de saude publica (CHADSUTHI et al., 2017).

A leptospirose € uma zoonose causada por bactérias gram-negativas do
género Leptospira spp., pertencente a familia Leptospiraceae, da ordem
Espirochetales (PIMENTA et al., 2019; ADLER; MOCTEZUMA, 2010;
OLIVEIRA et al., 2013). A bactéria possui diversos sorovares patogénicos, cuja

distribuicdo varia de acordo com a regido, clima e hospedeiros susceptiveis
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(BALAMURUGAN et al., 2016; LEVETT, 2004). As leptospiras se proliferam
principalmente em regides de clima tropical e subtropical, onde sobrevivem por
longos periodos no ambiente quente, chuvoso e umido (MILLER et al., 1991;
SAITO et al.,, 2013). Estes microrganismos podem permanecer na lama,
pantanos, lagos e vegetacdo (HASSANPOUR; MOUSAVI, 2007; WASINSKI,
DUTKIEWICZ, 2013), locais onde os bufalos tem o habito de se banharem,
favorecendo a disseminacao da leptospirose nesses animais (NARDI JUNIOR
et al., 2011), uma vez que facilita o consumo e o contato das mucosas
oculares, nasais, orais ou genitais com agua contaminada pela Leptospira spp.
(GIRALDO et al., 2014; HAJIKOLAEI et al., 2006).

A presencga de roedores e outros animais silvestres, como capivaras,
gambas ou cervideos, que sdo importantes reservatorios da leptospirose no
mesmo ambiente favorece a transmissdo da enfermidade aos animais de
producdo e humanos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; CASTRO et al., 2008;
ASSENGA, 2015). A criagao conjunta de diversas espécies de animais e a
densidade animal também podem predispor a transmissdo da leptospirose
(PAIXAO et al., 2016; CHADSUTHI et al., 2017). A transmissdo venérea da
leptospirose em bovinos e bubalinos também é uma importante forma de
disseminagao do agente nos rebanhos (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020).

A leptospirose possui duas fases: a fase de leptospiremia, que consiste
na fase aguda, com manifestagcdo de sinais clinicos, e a fase de leptospiruria,
na qual a bactéria é eliminada pela urina do hospedeiro durante longos
periodos, determinando a fase crénica da doenca (LEVETT, 2001; ELLIS,
2015; ADLER, 2014). Bubalinos também podem ser reservatérios do patégeno,
uma vez que apresentam o quadro assintomatico e podem transmitir a doenca
para seres humanos e outros mamiferos (DENIPITIYA et al., 2017; FELT et al.,
2011).

Na maioria das vezes a leptospirose em bubalinos cursa com quadro
assintomatico, caracterizada principalmente por problemas reprodutivos como
repeticdo de estro e abortamentos no tergo final da gestagao (IJAZ et al., 2020;
GALIERO, 2007; MARIANELLI et al., 2007). Em casos agudos da doenga os

bufalos podem apresentar sinais clinicos como letargia, anorexia, febre,
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hemorragias, ictericia, agalactia, mastite, diarreia, abortamentos (OLIVEIRA et
al., 2013; FELT et al., 2011; GALIERO, 2007).

O diagnéstico da leptospirose pode ser realizado por meio sorolégico ou
molecular (LEVETT, 2001). O teste de SAM ¢é utilizado para detecgdo de AC
para os diferentes sorogrupos e sorovares de Leptospira spp. (ASSENGA,
2015), sendo considerado positivo quando os titulos sdo maiores ou iguais a
1:100 (WHO, 2011).

Entretanto, n&o foram encontrados trabalhos na literatura que
determinam a prevaléncia de leptospirose em bubalinos no estado do Parana,
Brasil, desta forma, o objetivo do presente estudo foi realizar a prevaléncia e
deteccao dos principais sorovares de leptospirose em bufalos provenientes do
estado do Parana. Este € o primeiro trabalho a determinar a prevaléncia de

bubalinos infectados por leptospirose no estado do Parana.

5.2 MATERIAL E METODOS

Amostras sanguineas de 296 bufalos sadios provenientes de 16
municipios e 22 rebanhos do estado do Parana. Os critérios de inclusao dos
animais a pesquisa foram n&o possuir histérico de vacinagdo contra
leptospirose e ser bubalino criados em propriedades rurais paranaenses.
Estipulou-se a utilizagdo de cerca de 10% dos animais de cada propriedade
escolhidos de forma aleatodria para colheita de amostras de sangue. Os animais
utilizados no estudo eram provenientes de diferentes propriedades em

diferentes cidades do estado do Parana, como ilustrado na figura 2.
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FIGURA 2 - MAPA DO ESTADO DO PARANA SUBDIVIDIDO EM ,MESORREGIOES EM
DIFERENTES CORES. NUMERACAO RESPECTIVA AOS MUNICIPIOS ONDE FORAM
COLETADAS AMOSTRAS DE SANGUE DE BUBALINOS EM CADA MESORREGIAO.

MATO GROSS0

DO SUL SAD PAULO

CATARINA

Tem - 45km

Adaptado de: https://lyrics-letra.com/PT/Ensino-Fundamental/Parana-Historia-Geografia-12
FONTE: O autor, 2022.
1- CARAMBEI; 2- CASTRO; 3- PONTA GROSSA; 4- LARANJEIRA DO SUL; 5-
ADRIANOPOLIS; 6- CAMPINA GRANDE DO SUL; 7- CAMPO LARGO; 8- CERRO AZUL; 9-
MORRETES; 10- RIO BRANCO DO SUL; 11- UNIFLOR; 12- IBATI; 13- JAPIRA; 14-
PINHALAO; 15- SAO MATEUS DO SUL; 16- TEIXEIRA SOARES.

Foram coletadas amostras de sangue de 296 bubalinos provenientes de
diferentes municipios do estado do Parana, conforme a tabela 6. Coletou-se
aproximadamente 20 mL de sangue de cada animal por meio da venopungao
de jugular ou dos vasos coccigeos apos contencdo adequada dos animais.
Tubos coletores de 10 mL sem anticoagulante com gel ativador de coagulos
(BD, Vacutainer®) previamente identificados foram utilizados para a coleta do
material. As amostras de sangue foram mantidas refrigeradas em caixas
isotérmicas até a formagao de coagulo sanguineo e em foram centrifugadas a
600xG por 10 minutos, para subsequente separacao e coleta de soro de cada
amostra. O material foi armazenado em microtubos de capacidade de 1,5 mL
devidamente identificados e congelado a -80°C até o momento de envio ao

laboratorio.
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TABELA 6 — MESORREGIAO E RESPECTIVOS MUNICIPIOS DAS PROPRIEDADES
VISITADAS PARA COLETA DE AMOSTRAS PARA O PRESENTE ESTUDO, NUMERO DE
PROPRIEDADES VISITADAS POR MUNICIPIO E NUMERO DE AMOSTRAS COLETADAS
POR MUNICIPIO.

Mesorregido Municipios Numero de Numero de
propriedades amostras coletadas
coletadas por

municipio
Centro Oriental Carambei 2 24
Castro 1 4
Ponta Grossa 1 22
Centro Sul Laranjeiras do Sul 2 16
Metropolitana Adriandpolis 2 13
Campina Grande do 1 31
Sul
Campo Largo 1 7
Cerro Azul 2 29
Morretes 1 23
Rio Branco do Sul 3 77
Norte Central Uniflor 1 11
Norte pioneiro Ibati 1 8
Japira 1 4
Pinhaldao 1 7
Nordeste Sao Mateus do Sul 1 14
Teixeira Soares 1 6
TOTAL 16 22 296

FONTE: O autor, 2022.

As amostras de soro sanguineo foram encaminhadas para o laboratorio
de doencgas bacterianas da reprodugéo do Instituto Biolégico de Sao Paulo, na
cidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil. O exame diagndstico realizado foi a
SAM para a detecgdo de AC para leptospirose e identificagcdo dos seguintes
sorovares: Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Grippotyphosa, Hardjo,
Bataviae, Autumnalis, Bratislava, Pyrogenes, Shermani, Sentot, Guaricura,
Whitcombi, Andamana e Patoc. Foram consideradas amostras reagentes as
que possuiam titulos de diluigdo minima de 1:100. Analise estatistica foi

realizada de maneira descritiva utilizando medidas de frequéncia.

O projeto obteve aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), sob protocolo 043/2020.

5.3 RESULTADOS
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Das 296 amostras coletadas de bufalos aparentemente saudaveis,
75,67% (224/296) foram positivas para ao menos um sorvar de Leptospira spp.,
com titulos variando de 1:100 até 1:800, enquanto 23,31% (69/296) amostras
nao foram reagentes a quaisquer dos sorovares testados. Na tabela 7 se
encontram as prevaléncias para os respectivos sorovares, estao listados
apenas 0s sorovares que tiveram pelo menos uma amostra sororeagente.
TABELA 7 — PREVALENCIA DE BUBALINOS PROVENIENTES DO ESTADO DO PARANA

PARA OS DIFERENTES SOROVARES DE LEPTOSPIRA SPP. TESTADOS NO PRESENTE
ESTUDO.

Reagentes Nao reagentes

Sorovar n % n %

Icterohaemorrhagiae 206 69,59% 87 30,41%
Canicola 3 1,01% 290 98,99%
Pomona 52 17,56% 241 82,44%
Grippotyphosa 30 10,13% 263 89,87%
Hardjo 53 17,90% 240 82,10%
Autumnalis 39 13,17% 254 86,83%
Bratislava 22 7,43% 271 92,57%
Pyrogenes 2 0,67% 291 99,33%

FONTE: O autor, 2022.

Os sorogrupos Icterohaemorrhagiae, Hardjo e Pomona foram os mais
prevalentes nas amostras examinadas. Outros sorovares como Canicola,
Grippotyphosa, Autumnalis, Bratislava e Pyrogenes também foram reagentes
em algumas amostras. Nao houve amostras reagentes para os sorovares
Bataviae, Shermani, Sentot, Guaricura, Whitcombi, Andamana e Patoc (néo

inclusas na tabela 7).

Observou-se também que das 75,67% (224/296) amostras reagentes
para no minimo um dos sorovares. Dentre estas, 35,81% (106/296) foram
reagentes a apenas um sorovar, 23,98% (71/296) foram reagentes a dois
sorovares, enquanto 11,14% (33/296) foram reagentes a 3 sorovares, 3,37%
(10/296) reagiram a quatro sorovares e 1,35% (4/296) reagiram a 5 sorovares

diferentes.

Dentre as propriedades de onde amostras foram coletadas, 81,82%
(18/22) possuiam pelo menos um animal soropositivo para leptospirose,
enquanto 18,18% (4/22) ndo obtiveram nenhum animal reagente ao teste de
SAM para leptospirose. A distribuicdo dos casos de leptospirose e os
respectivos sorovares encontrados em cada propriedade estéo ilustrados na
tabela 8.
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TABELA 8 - NUMERO DE ANIMAIS SORORREAGENTES PARA DETERMINADO
SOROVAR EM CADA PROPRIEDADE UTILIZADA PARA O ESTUDO, DE ACORDO COM O

MUNICIPIO E MESORREGIAO DA PROPRIEDADE.

Mesoregiao, N total | Icteroh Po Har Pyro
municipio, reba- aemor mo djo ge
n° rebanho nho | rhagiae na nes

Centro Oriental

Castro/ 04 2 - 4 -

rebanho 01

Ponta 22 13 8 7 1

Grossa/

rebanho 02

Carambei/ 20 11 2 - -

rebanho 03

Carambei/ 04 2 - - -

rebanho 04

Centro Sul

Laranjeira 10 - - - -

do Sul/

rebanho 05

Laranjeira 06 1 - - -

do Sul/

rebanho 06

Curitiba

Campina 32 29 5 5 1

grande do

Sul/

rebanho 07

Adriandpoli 08 8 - 8 -

s/ rebanho

08

Adrianépoli 05 5 - - -

s/ rebanho

09

Morretes/ 23 20 4 3 -

rebanho 10

Cerro Azul/ 18 11 - 7 -

rebanho 11

Cerro Azul/ 11 9 1 - -

rebanho 12

Rio Branco 30 27 1 15 -

do Sul/

rebanho 13

Rio Branco 21 19 1 - -

do Sul/

rebanho 14

Rio Branco 22 21 15 2 -

do Sul/

rebanho 15

Campo 7 7 7 1 -

Largo/

rebanho 16

Norte Central
Uniflor/ 11 9 1 - -
rebanho 17

Norte Pioneiro

Pinhalao/ 07 - - - -

rebanho 18

Japira/ 04 - - - -

rebanho 19
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Ibati/ 08 - - - - - - - -
rebanho 20

Nordeste

Séo 14 8 - 1 1 1 2 - -
Mateus do
Sul/
rebanho 21
Teixeira 06 - - - - - - - -
Soares/
rebanho 22

Total 296 206 3 52 30 53 39 22 2

FONTE: O autor, 2022.
(-) Nao houve animais reagentes.

5.4 DISCUSSAO

Leptospirose em bufalos foi reportada em diversos paises por meio de
estudos sorolégicos que demonstraram diferentes prevaléncias (KONRAD et
al., 2013; ALAMURI et al., 2019; OLMO et al., 2018; GUEDES et al., 2020a).
Diversas pesquisas determinaram a prevaléncia da leptospirose no Brasil e no
mundo, que varia de 2,3% no Lao a 67,18% na india (OLMO et al., 2018;
ALAMURI et al., 2019). No Brasil, a frequéncia de bubalinos soropositivos para
leptospirose varia de 2,4% a 91,5% nas pesquisas mais recentes (GUEDES et
al., 2020a; LEAL, 2015).

A soroprevaléncia de leptospirose em bufalos no estado do Parana
encontrada no presente estudo foi de 75,67%, resultado elevado proximo a
80% de Viana e colaboradores (2009) no Para e de 70,58% encontrado por
Carvalho e colaboradores (2015) no Maranhao. A soroprevaléncia encontrada
foi maior que as encontradas nos demais trabalhos realizados em diferentes
estados do Brasil, como por exemplo, 28,5% em Permanbuco (OLIVEIRA et al.,
2018), 27,9% na Paraiba (PIMENTA et al., 2019), 67,7% em bufalos no Para
(SILVA et al., 2009) ou 56,25% em Minas Gerais (MENDES et al., 2018). E
importante considerar também que a soroprevaléncia para leptospirose pode
ser afetada pelo numero de sorovares utilizados nos testes de SAM

(ADESYUN et al., 2009).

O sorovar com maior prevaléncia nos bubalinos testados neste estudo

foi o Icterohaemorrhagiae, cuja prevaléncia de animais soropositivos foi de
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69,59% (206/296). Este resultado foi considerado elevado quando comparado
com a prevaléncia do sorovar Icterohaemorrhagiae de outros trabalhos de
soroprevaléncia de leptospirose em bufalos no Brasil, onde a prevaléncia foi de
245% no Maranhdo (CARVALHO et al., 2015), 33,6% em Sao Paulo
(LANGONI et al., 1999) e 5% na cidade de Belém (ROCHA et al., 2019). Em
outros paises como na india (21,38%) (ALAMURI et al., 2019), na Tanzania
(5,26% ) (ASSENGA et al., 2015), na Turquia (1,07%) (KENAR; OZDEMIR,
2013) ou no Ira (8,1%) (MOHAMMAD et al., 2014) a prevaléncia do sorovar

Icterohaemorrhagiae também foi menor que a obtida no presente estudo.

Os  principais  hospedeiros  ou reservatorios do  sorovar
Icterohaemorrhagiae s&o os roedores, o que sugere que estes tenham um
papel fundamental na transmissao da leptospirose aos bubalinos utilizados no
presente estudo (CAMPOS et al.,, 2017). Isso levanta a hipotese de que
roedores possuem acesso principalmente ao alimento oferecido aos bufalos,
mas também de que estes podem estar contaminando as areas de banhados
ou o0 ambiente em que estes bufalos convivem, principalmente se for em locais

préximos ao meio urbano ou de ma condigéo sanitaria.

O sorovar Hardjo foi o segundo sorovar de maior prevaléncia nos
bubalinos do estado do Parana, com 17,90% (53/296) de animais
sororreagentes. Este € considerado em diferentes estudos como o sorovar
mais frequentemente encontrado em rebanhos bubalinos no Brasil, com
prevaléncias de 41,2% no Amazonas (GUEDES et al., 2020a), 43,4% e 33,6%
em Sao Paulo (FAVERO et al., 2002; LANGONI et al., 1999), 15,75% e 65,2%
no Para (SILVA et al.,, 2009; DIAS et al., 2014), 43,2% no Pernambuco
(OLIVEIRA et al., 2018), e 20,4% na llha do Marajé (OLIVEIRA et al., 2013).
Desta forma, a prevaléncia do sorovar Hardjo em bubalinos provenientes do
estado do Parana pode ser considerada menor que em outros estados e

regides do Brasil.

A alta prevaléncia do sorovar Hardjo em bufalos pode ser relacionada a
sua similaridade aos bovinos, considerado hospedeiro de manutencao deste
sorovar (CHIARELI ET AL., 2012; CHIDEROLI ET AL., 2016). Nestes animais a

doenca se desenvolve na forma cronica e subclinica, onde os animais
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persistem transmitindo a doenga por meio da urina e secre¢des do trato
reprodutivo (MARTINS; LILENBAUM, 2014). A infecgdo dos bubalinos pode ser
associada a sua proximidade e alta interacdo com os bovinos, tornando-os
também reservatorios deste sorovar (OLIVEIRA et al., 2018; ASSENGA et al.,
2015; GUEDES et al., 2020b).

O terceiro sorovar mais encontrado em bufalos provenientes do estado
do Parana foi o sorovar Pomona, com 17,56% de prevaléncia. Este sorovar
também ¢é relatado infectando bufalos no Brasil, e trabalhos demonstram
prevaléncias de 29,41% no Maranhdo (CARVALHO et al., 2015), 16,3% no
Amazonas (GUEDES et al., 2020a), 31,6% e 8,82% na Paraiba (PIMENTA et
al., 2019; LIMA BRASIL et al., 2015). O sorovar Pomona tem como hospedeiro
principal o suino (FAINE et al., 1999; PIMENTA et al., 2019), o que sugere que
os bubalinos infectados possam ter contato com suinos, sendo estes a sua

fonte de transmissao.

Quando se compara as propriedades, pode-se observar que 81,82%
(18/22) das propriedades onde amostras de parte do rebanho foram coletadas
tiveram pelo menos um animal sororreagente a Leptospira spp.. Destaca-se
que as trés propriedades da mesorregido Norte Pioneiro nao tiveram casos de
animais positivos para leptospirose, o que pode sugerir que a prevaléncia na
respectiva regido € menor que em outras regides como a regido Centro

Oriental ou de Curitiba, por exemplo.

Ressalta-se que este é o primeiro trabalho na literatura avaliando a
prevaléncia da leptospirose em bufalos no Parana, por isso pouco sabe-se
sobre a situagao epidemioldgica dos bubalinos do neste estado com relagao a
enfermidade até o presente momento. Em bovinos um trabalho realizado por
Hashimoto et al., (2012) determinou que a prevaléncia da leptospirose em
bovinos com aptiddo para corte e leite provenientes do Parana foi de 34,41%,

indice menor que o encontrado para bubalinos no presente trabalho.

A alta prevaléncia encontrada neste estudo demonstra que a
leptospirose esta presente infectando bufalos no estado do Parana, Brasil. A
prevaléncia elevada pode ser relacionada ao manejo, condi¢des ambientais,

status sanitario do rebanho, auséncia de vacinagdo e de diagnostico ou
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controle rotineiro, e nao realizacao de tratamento ou descarte dos animais
soropositivos (HIGINO et al., 2012). Ademais, a exposigdo dos animais a outras
espécies de animais silvestres e roedores € um fator predisponente na
epidemiologia da leptospirose (LINHARES et al., 2005). Isso demanda atengao
com relacao a saude publica, uma vez que estes animais sao utilizados como
fonte de carne e leite (GUEDES et al., 2020a).

Por este motivo seria importante e inclusdo da leptospirose em
programas de vigilancia, assim como a promog¢ao da vacinagao dos rebanhos e
demais estratégias para controlar a prevaléncia da enfermidade em rebanhos
bubalinos e demais animais e producéo (ALAMURI et al., 2019). E importante
que seja realizada a identificagdo dos sorovares circulantes em determinada
regido para que se elabore uma estratégia de controle regional para a
leptospirose (ELLIS, 2015). Recomenda-se também a vacinagao dos rebanhos
para os sorovares presentes na regido, assim como o uso de biotecnologia da
reproducao para evitar a transmissao venérea da enfermidade (LOUREIRO;
LILENBAUM, 2020).

Destaca-se também a importancia do controle da populagdo de
roedores, principalmente em locais passiveis de alagamentos ou inundacgdes
(CHADSUTHI et al.,, 2018; NARDI JUNIOR et al., 2010). Recomenda-se dar
atencdo especial a fonte de agua dos animais, pois esta possui um papel
importante na transmissao da leptospirose (SAITO et al., 2013; NARDI JUNIOR
et al., 2010), assim como evitar a criagdo conjunta de diferentes espécies e a
alta densidade animal em uma mesma area (PAIXAO et al., 2016). Por fim, é
indicado também o isolamento e tratamento dos animais soropositivos
(LEVETT, 2001).

5.5 CONCLUSAO

Este é o primeiro trabalho que determina a prevaléncia da leptospirose em
bubalinos provenientes do estado do Parana e seus respectivos sorovares.

Conclui-se que a prevaléncia de bubalinos com leptospirose no Parana é
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considerada elevada. Observou-se que o0s principais sorovares circulando
nesta populagdo sao Icterohaemorrhagiae, Hardjo e Pomona, o que sugere o
contato destes bufalos com roedores, suinos e outros animais silvestres.
Medidas de controle e prevengao sao necessarias para prevenir a transmissao
da leptospirose em rebanhos bubalinos, assim como para seres humanos e
outras espécies de animais no estado do Parana, uma vez que trata-se de uma

questao de saude publica.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo é o primeiro a investigar e determinar a prevaléncia
da hemoplasmose e leptospirose em rebanhos bubalinos de diferentes
mesorregides do estado do Parana. Os resultados encontrados s&do de suma
importancia para a tomada de medidas de controle e prevengdo destas
enfermidades nos rebanhos bubalinos do estado. Estas medidas sao
necessarias tanto para mitigar o impacto econédmico causado na cadeia de
produgdo da bubalinocultura, quanto para adotar medidas de saude publica

para protecao da populacao, principalmente com relacao a leptospirose.
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