UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

DIAGNOSTICO DE Leptospira SPP.UTILIZANDO AS TECNICAS DE
SOROAGLUTINACAO MICROSCOPICA E IMUNOHISTOQUIMICA

Erico Lawrence Milen Coelho

Sao Luis - MA
2011

13



Erico Lawrence Milen Coelho

DIAGNOSTICO DE Leptospira SPP.UTILIZANDO AS TECNICAS DE
SOROAGLUTINACAO MICROSCOPICA E IMUNOHISTOQUIMICA

Dissertacao apresentada ao programa de
pds-graduacdo da universidade estadual
do maranh&o como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia

Animal

Area de Concentracdo: Medicina Veterinaria

Preventiva

Orientadora: Prof2. DSc. Ana Lucia Abreu Silva
Co-orientadora: DSc. Solange de Araujo Melo

Sao Luis — MA
2011

14



Coelho, Erico Lawrence Milen
Diagnostico de leptospira spp.utilizando as tecnicas de

soroaglutinagdo microscopica e imunohistoquimica/ Erico

Lawrence Milen Coelho-Sao luis,2011

55f

Dissertacdo (Mestrado) — Curso de Medicina Veterinaria,
Universidade Estadual do Maranh&o, 2011.

Orientador: Profa.Dr. Ana Lucia Abreu Silva

1.Anticorpos 2.Hadjo 3.Leptospirose I.Titulo

CDU:636.2.616.98(812.1)

15



Dissertacao de Mestrado defendida e aprovada em22/06/2011 pela banca

Examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. DSc. Fabio Henrique Evangelista de Andrade
1° Membro

Profa-. DSc. Débora Martins Silva Santos
2° Membro

Profa. DSc. Ana Lucia Abreu Silva
Orientador

16



Aos meus amados pais, Sebastiao Gomes Coelho Neto e Olinda Milen Coelho
pela protecdo, aconchego e dedicacado, além do amor e respeifo 4s pessoas e animais que
me foi ensinado. Aos meus irmaos pela paciéncia, compreensao e apoio nas horas diticeis.

In memoriam ao meu irmao Ethan Lawrence Milen Coelho!

17



AGRADECIMENTOS
A Deus pela dadiva da vida e por todas as coisas boas na minha vida;

Agradeco a Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA) pela oportunidade que
me foi dada na realizacdo desta Pos-Graduacao;

Quero agradecer a todas as pessoas que de alguma forma ajudaram a construir
esta dissertacdo, em especial: a Prof.2 Dr2 Ana Lucia de Abreu Silva pela orientacdo
e paciéncia nestes dois anos de convivéncia;

A FAPEMA pela bolsa e pelos recursos que me ajudaram na realizagdo deste
trabalho;

Aos meus amigos do Laboratdrio de Anatomopatologia, Gabriel Xavier, Renata
Mondego e Venir Débora pela ajuda imprescindivel na coleta das amostras;

Aos meus amigos da turma do mestrado Joyce Cortés de Sa, Andréia Pereira,
Lucélia Cunha, Manoel Moura e Ylisieé;

Ao Laboratério de Zoonoses Bacterianas FMVZ-USP em especial ao professor
Silvio Arruda Vasconcelos e as técnicas Zenaide e Gisele;

As minhas amigas Nancyleni Pinto Chaves e Solange de Araujo Melo pelo apoio
na hora de escrever a dissertacao;

E a todas as pessoas, que embora anénimas, participaram de alguma forma na
construgdo desta dissertagdo, seja direta ou indiretamente. Tenham certeza de
que foram muito importantes para mim e que jamais serdo esquecidas

Muito Obrigado!!!!

18



‘A mente que se abre a uma nova
ideia jamais voltara o seu tamanho
original’.

Albert Einstein

19



1

SUMARIO

INTRODUCAO

= 0 (=30 =1 1= 1 T
Lista de abreviatura € SimMbDOI0OS.....c.ceiiemiremireirneiremrrnnsrrmnsesnnsssensrnnssrnnnns

OBUETIVOS. ... .ottt e
2.1 Geral........eeeeeeeeeeeee e ————————
2.2  ESPECIfICOS.....cooiiiieiieeee s
REVISAO DE LITERATURA..........ooomrmiieeeeeeeeee e eeen e,
3.1 HiStOrCO.......eeeee e
3.2 EHOlOgIa... ..o
3.3  Epidemiologia...........ccooumiiiiiiiiiiiie e
3.4 Patogenia...........coooooiiiiiiiiiii e
3.5 Situacao da LeptoSpiroSe.........ccccoooiuiiiiiiiiiiiiiiiee e
3.5.1 Situacao da Leptospirose no Mundo................ccccccn.....e.
3.5.2 Situacao da leptospirose no Brasil...................cccceen
3.6 DIiagnOStiCO........cooiiiiiii e
3.7 CONTIOIe......coo e
MATERIAL E METODOS...........ooooioieeeeceeceeeeeeeeeeeeeeeeeenen s eeenananas
4.1 Localde EStUudo............oooiiiiiiiii e
4.2 Delineamento Amostral...............cccoooiiiiiii
4.3 Coleta das AMOSEIas...........cccooeiiiiiiiiiiiie e
4.3.1 SANQUE.......eeiiii s
4.3.2 Tecido Placentario..............ccccceiiiiiniiiiie e
4.4 Analise das AMOSIIas...........cccceeiiiiiiiiiiiiieeeee e
4.4.1 Soroaglutinacao Microscoépica (SAM)................cccc.......
4.4.2 Imunohistoquimica (IHQ).............ccccovviieiiiiiiiee e
4.5 Analise Estatistica................ccccooiiiiiii e
RESULTADOS .E DISCUSSAO............ocooeeeeeeeeeeeeeeee e
CONCLUSOES...........cooeoeceeeeeeeeeeeeeeeeee e
REFERENCIAS.......oiiiieiieeteieee et

13

09
10

17
17
17
18
18
19
20
24
25
25
26
28
30
32
32
32
33
33
34
34
34
35
36
36
45
46

20



RESUMO

COELHO, E.L.M. Diagnostico de leptospira spp.utilizando as tecnicas de
soroaglutinacao microscopica e imunohistoquimica

. [Diagnosis of leptospira spp.utilizando the techniques of microscopic agglutination
test and immunohistochemistry] 60f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis, 2011.

A Leptospirose possui distribuicdo mundial e é considerada uma das principais
doencas de bovinos. A doenca é responsavel por perdas econdmicas tanto na
esfera produtiva como reprodutiva. Deste modo, a pesquisa foi realizada, com o
objetivo de diagnosticar Leptospira spp. em bovinos abatidos em matadouros-
frigorificos no municipio de Sao Luis - MA. Amostras de soro sanguineo e tecido
placentario de 100 fémeas bovinas nado vacinadas contra leptospirose foram
analisados por meio das técnicas de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) e
Imunohistoquimica (IHQ). O estudo foi realizado em 03 matadouros-frigorificos sob
Inspecao Municipal. As amostras sanguineas e tecido placentario foram coletados
de fémeas sem sinais clinicos de leptospirose com idade superior a 24 meses. Das
100 amostras de soros analisadas, 64% (n=64) foram positivas, com titulos iguais
ou superiores a 1:200, e 36% (n=36) negativas para todos os sorovares testados.
Dos 24 sorovares testados os mais frequentes em ordem decrescente foram:
Hadjo, Grippotyphosa e Wolffi. Das 100 amostras de tecido placentario analisados
pela técnica de Imunohistoquimica, 40% (n=40), foram positivas. Foram
consideradas reacdes positivas a presenca de material filamentar granular ou
homogéneo, com coloragdo marrom, distribuidos difusamente no tecido
placentario, com marcagcdo de diferentes tipos celulares. Os valores de
sensibilidade e especificidade para a técnica de IHQ foram de 16% e 17%,
respectivamente, com diferenca estatistica significativa (P<0.05) entre as técnicas.
O nivel de concordancia entre as técnicas SAM e IHQ foi inferior a 0.20,
evidenciando grau desprezivel de concordancia. A frequéncia de anticorpos anti-
Leptospira spp. em bovinos abatidos em matadouros-frigorificos no municipio de
Sao Luis - MA foi elevado, com a confirmacao do agente etiolégico em 40% das
amostras. Esses achados indicam a necessidade da realizacdo de diagndstico
sistematico e monitoramento dos rebanhos, além da implantacdo de medidas de
controle e profilaxia, como remogao gradual de animais infectados, realizagéo de
quarentena ao ingresso de novos animais nas propriedades, realizacao de exames
sorolégicos, vacinagcdes e implementacdo de boas praticas higiénicas nos
matadouros-frigorificos.

Palavras - chave: Leptospirose, anticorpos, antigenos, hadjo, bovinos.

ABSTRACT
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COELHO, E.L.M . Diagnosis of leptospira spp.utilizando the techniques of
microscopic agglutination test and immunohistochemistry[Diagnostico de
leptospira spp.utilizando as tecnicas de soroaglutinacao microscopica
e imunohistoquimica] 60 F. DISSERTACAO (MESTRADO EM
CIENCIAS ANIMAL)-UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO

. Leptospira spp. in cattle slaughtered in slaughterhouses-in Sdo Luis, Maranhao state:
Diagnosis by Microscopic Agglutination Test techniques and Immunohistochemistry].
2010. 60 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade
Estadual do Maranhao, Séo Luis, 2011.

Leptospirosis has a worldwide distribution and is considered a major disease of cattle. The
disease is responsible for economic losses both in the productive and reproductive. Thus, the
survey was conducted in order to diagnose Leptospira spp. in cattle slaughtered in
slaughterhouses-in Sao Luis - MA. Blood serum samples and placental tissue of 100 cows
were not vaccinated against leptospirosis analyzed using the techniques of Microscopic
Agglutination Test (MAT) and Immunohistochemistry (IHC). The study was conducted in
03 refrigerated slaughterhouses under Municipal Inspection. The blood samples and
placental tissue were collected from females without clinical signs of leptospirosis over the
age of 24 months. Of the 100 serum samples analyzed, 64% (n = 64) were positive, with
titers equal or greater than 1:200, and 36% (n = 36) negative for all serotypes tested. Of the
24 serovars tested the most frequent in descending order were: Hadjo, and Grippotyphosa
Wolffi. Of the 100 samples analyzed placental tissue by Immunohistochemistry technique,
40% (n = 40), were positive. Were considered positive reactions to the presence of
filamentary material granular or homogeneous, with brown, diffusely distributed in the
placental tissue, marked in different cell types. The sensitivity and specificity for IHC
technique were 16% and 17%, respectively, which was statistically significant (P <0.05)
between the techniques. The level of agreement between the SAM and IHC techniques was
less than 0.20, indicating negligible degree of agreement. The frequency of anti-Leptospira
spp. in cattle slaughtered in slaughterhouses-in Sao Luis - MA was high, with confirmation
of the etiologic agent in 40% of samples. These findings indicate the necessity of systematic
diagnosis and monitoring of flocks, and the implementation of control measures and
prophylaxis, as gradual removal of infected animals, quarantine holding the entry of new
properties in animals, serological tests, and vaccinations implementation of good hygienic
practices in slaughterhouses-refrigerators.

Key words: Leptospirosis, antibodies, antigens, hadjo, Bovines.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui o segundo maior rebanho comercial do mundo, com um
efetivo aproximado de 162 milhdes de animais, evidenciando inquestionavel
aptidao nacional para a exploracao pecuaria. O Estado do Maranhao ocupa o
segundo lugar na regiao Nordeste, com 6.885.265 cabecgas, constituindo-se no
décimo primeiro rebanho bovino no cendrio nacional (IBGE, 2009). Portanto a
pecuaria bovina representa para o Estado do Maranhao uma atividade produtiva
de carater permanente e consolidado, com grande representatividade econdmica.

A produgdo pecuaria maranhense significativa em termos quantitativos
depara-se com inumeros entraves, a exemplo do que ocorre no pais, uma vez que
os valores médios de produgcdo e produtividade situam-se em patamares
desfavoraveis quando comparados aos indices de outros paises (BEZERRA,
2009).

Diversos sao os fatores que contribuem para este quadro, o que aponta para
a necessidade premente de mudangas no manejo e praticas sanitarias que visem
a maior produtividade e desempenho dos rebanhos (BEZERRA, 2009). Mudancas
sanitarias bem conduzidas reduzem a introducdo, manutencao e disseminagao de
doencas infecciosas (MARQUES, 2008).

Entre as doencas infecciosas, as enfermidades que envolvem a esfera
reprodutiva, constituem condicao de especial interferéncia no processo produtivo,
aspecto que se agrava quando o agente etiolégico envolvido, além de afetar um
amplo espectro de espécies animais susceptiveis, atinge também a espécie
humana (GIVENS, 2006). Este é o caso da leptospirose, enfermidade responsavel
por grandes perdas econbémicas na producdo de bovinos, decorrentes de
abortamentos, infertilidade e nascimento de bezerros fracos.

A leptospirose € uma doenca infecciosa sistémica, aguda, febril, causada por
espiroquetas do género Leptospira (BRASIL, 2004; FIOCRUZ, 2005; OIE, 2006).
Este género possui duas espécies: Leptospira biflexa, que é apatogénica, e
Leptospira interrogans, que € patogénica e possui mais de 200 variantes
soroldgicos (FAINE, 1999).

A leptospirose é uma antropozoonose de distribuicdo cosmopolita, no

entanto, a América Latina, Africa e Asia evidenciam os maiores niveis de
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ocorréncia. As condigdes ambientais destas dareas como, clima tropical e
subtropical, elevada temperatura em determinados periodos do ano, altos indices
pluviométricos favorecem o aparecimento de surtos epidémicos de carater
sazonal (WHO, 2003).

No Brasil, a doenga € endémica e representa sérios riscos a Saude Publica.
O pais apresenta aspectos fisiograficos favoraveis a disseminacdo e a
endemicidade da leptospirose por suas condicbes de temperatura e umidade
proprias, e a presenga de fauna silvestre, constituindo-se em potenciais
reservatérios (BRASIL, 1994).

A manutencao de leptospiras nas regides urbanas e rurais do Brasil &
favorecida além das caracteristicas climaticas também por uma vasta populagcéo
de roedores. O crescimento urbano desordenado e a grande quantidade de lixo
espalhado sobre vias e terrenos baldios propiciam também um ambiente ideal
para a proliferagdao da populacdao murina.

A leptospirose € caracterizada por um amplo espectro de espécies
susceptiveis. Os animais sdo hospedeiros primarios, essenciais para a
persisténcia dos focos de infeccao por leptospiras, € 0os seres humanos sao
hospedeiros incidentais, terminais, pouco eficientes na perpetuacdo da mesma
(BRASIL, 1995; FAINE, 1999).

Dos animais domésticos, os bovinos sdo os grandes responsaveis pela
manutencéao e introducao da leptospirose nas propriedades, sendo considerados
importantes disseminadores da doenga para humanos. Os bovinos podem se
infectar com quaisquer sorotipos de leptospiras patogénicas que existam no meio
ambiente (ARAUJO et al., 2005).

Dentre os animais sinantropicos, os roedores sao 0s principais
reservatorios da doenca, os quais disseminam leptospiras no ambiente através
da urina que contamina o solo, agua e alimentos destinados ao consumo humano
e animal (LEVET, 2001).

As vias de eliminacao relacionadas a disseminagao da leptospirose animal
incluem urina, sémen, produtos do abortamento e as secrecdes vaginais (FAINE
et al., 1999).

A transmissao pode ocorrer pelo contato direto da espiroqueta eliminada

pela urina. Orgdos de portadores como, pele, mucosa oral e conjuntival também
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sao fontes de infeccdo. A via venérea, transplacentaria, mamaria e o habito de
limpeza da genitalia, escroto e tetas entre os animais podem constituir-se em rotas
importantes da infeccao (BRASIL, 1995; RIET-CORREA et al., 2001; ADORNO,
2006).

Nos bovinos, € descrita as formas aguda, subaguda e crbénica da
leptospirose. As formas agudas e subagudas s&do mais observadas em animais
jovens e em vacas em lactagéo, caracterizadas por mastite atipica de inicio subito
com queda na producéo leiteira. A forma crbnica da doenca é representada por
disturbios reprodutivos, principalmente abortamentos, que ocorrem com maior
frequéncia do 5° ao 6° més de gestagdo. Os sorovares mais importantes nesta
espécie sao o hardjo e o pomona (SULLIVAN, 1974).

A leptospirose bovina é uma doenca de notificacao compulséria (OIE, 2003),
entretanto, ndo estd submetida ao combate organizado por 6rgaos e entidades
publicas ou privadas de sanidade animal, o que dificulta conhecer a verdadeira
extensdo das infeccdes por Leptospira spp. nos rebanhos bovinos em qualquer
regidao do pais.

Estudos comprovam a existéncia da leptospirose nos rebanhos nacionais e
maranhenses e indicam a necessidade de estudos que apontem a real magnitude
do problema, ja que os estudos estaduais sdo escassos e esparsamente
relatados, o que se justifica pela relativa dificuldade de diagnéstico laboratorial,
diversidade e manifestacbes clinicas e complexidade etiolégica. A
soroprevaléncia da leptospirose em rebanhos bovinos varia de 74% a 100%
(HOMEM et al. 2001; FAVERO et al. 2001; THOMPSON et al. 2006; LAGE et al.
2007) e, em animais de 45,56% a 95% (LANGONI et al. 2000; FAVERO et al.
2001; CAMPQS Jr. et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2009).

O diagnéstico da leptospirose pode ser realizado através da identificagao
do agente ou pela deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp. (GIRIO et al., 1990;
LEVETT, 2004). O isolamento bacteriano é uma técnica de alta especificidade,
entretanto, cara e laboriosa, estando disponiveis somente em laboratérios de
referéncia (BOLIN & ALT, 1999; BOLIN, 2003).

O método soroldgico de referéncia para o diagndstico da leptospirose € a
Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), no qual se empregam suspensdes de
sorovares de Leptospira spp. E também a prova mais utilizada em inquéritos soro-
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epidemioldgicos uma vez que, esta evidencia 0os sorogrupos presentes em uma
populagédo (LEVETT, 2001).

Outras técnicas empregadas no diagnéstico sdo: teste imunoenzimatico
(ELISA), imunofluorescéncia direta, reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
histopatolégia e imuhistoquimica (IHQ) (LILEBAUM, 1996; BOLIN & ALT, 1999;
BOLIN, 2003).

As principais recomendacdes para o controle da leptospirose bovina incluem
investigacdo dos sorovares prevalente na propriedade, deteccdo da fonte de
infecgdo, antibioticoterapia nos animais portadores e enfermos e imunoprofilaxia
dos animais susceptiveis. De igual importancia sdo o controle sanitario dos animais
que serao incorporados ao rebanho, saneamento do ambiente favoravel a
sobrevivéncia das leptospiras e controle de roedores domésticos
(LANGENEGGER, 1990; LILEBAUM, 1996).

Diante da importancia que a sanidade assume na producao animal e Saude
Publica, somada a importancia da pecuaria bovina na economia maranhense,
torna-se necessario fomentar o desenvolvimento de pesquisas na area, para que o
crescimento quantitativo do rebanho seja acompanhado de perto pela elevacéo de
seus indices de qualidade sanitaria. Com base nestes aspectos é que se realizou

a presente pesquisa.

3 REVISAO DE LITERATURA

Dentre as zoonoses que apresentam especial interesse, seja epidemiolégico
em patologia humana ou ainda veterinaria, destaca-se a leptospirose, enfermidade
qgue vem causando, além de danos a saude, enormes prejuizos econdmicos. A
leptospirose mostra-se cada vez mais, como uma antropozoonose responsavel por
problemas de Saude Publica, devido aos prejuizos decorrentes de sua alta
letalidade, ocorrendo de forma isolada ou em surtos epidémicos sazonais (BRASIL,
1995).
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A leptospirose € uma doenca infecto contagiosa com uma série de
manifestagdes clinico-patolégicas que variam desde infec¢des inaparentes até uma
enfermidade altamente fatal. Atualmente, a leptospirose € reconhecida como sendo
responsavel por perdas econémicas importantes em rebanhos de corte e leite em
todo o mundo (BRASIL, 2004; FIOCRUZ, 2005; OIE, 2006).

3.1 Historico

A leptospirose foi descrita pela primeira vez em 1880 no Cairo, por Larrey, e
posteriormente, em 1883, por Landouzy; porém foi Weil em 1886, quem a
descreveu minuciosamente como uma doenga caracterizada por febre, ictericia,
hemorragias e comprometimento hepatico e renal, mais tarde designado por
Goldschmidt como “Doenca de Weil” (NARBONA et al., 2007). Outras sindromes
aparentemente idénticas foram relatadas anteriormente em diversos paises
relacionando-as com riscos ocupacionais, porém sem a identificagdo de um agente
etiolégico (LEVETT, 2001).

O agente infeccioso s6 foi observado 21 anos depois, por Stimsom, e em
1915 foram cultivados por Inada (REZENDE et al., 1997). Segundo Gomes et al.
(2007), em 1915 os pesquisadores Uhlenhut & Fromme comprovaram a existéncia
do agente etioldgico, e inocularam sangue de soldados alemaes com suspeita de
infeccdo em cobaias. Posteriormente, os animais inoculados morreram e as
bactérias foram vistas no microscoépico e identificadas, sendo denominadas de
“Spirochaeta icterohaemorrhagiae’.

Dois anos depois, 0 bacteriologista Hideyo Noguchi identificou a bactéria,
denominando-a de Leptospira (ALONSO et al., 2000).

3.2 Etiologia

Leptospirose é a denominacdo genérica de um grupo de enfermidades
infecto-contagiosas de carater agudo, clinicamente polimorficas, causadas pela
Leptospira interrogans. As leptospiras s&o bactérias pertencentes a classe
Eubacteriales, ordem Spirochaetales, familia Leptospiracea e género Leptospira. A
classificacao etiolégica das leptospiras apresenta duas divisées; a primeira é

genética e a segunda baseada nos determinantes antigénicos (LEVETT, 2001).
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O género Leptospira compreende duas espécies: L. interrogans e L. biflexa;
ambas congregam grande numero de variantes, denominados sorovares, que
constitui a unidade taxonémica basica. Enquanto que a primeira espécie engloba
sorovares patogénicos para o homem e animais, a segunda representa as
leptospiras de vida livre, que tém como habitat natural as aguas e o solo umido (
BRASIL, 1994-1995; FAINE, 1999).

Para fins praticos, os sorovares que apresentam maiores afinidades
sorolégicas sao agrupados em sorogrupos. Atualmente, as leptospiras patogénicas
estdo divididas em oito espécies, distribuidas em mais 200 sorovariedades e
arranjadas em 23 sorogrupos (FAINE, 1999).

O grupo das espécies patogénicas contém oito subdivisbes: Leptospira
interrogans “senso stricto”, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. inadai, L. noguchii, L.
welilii, L. kirshnerie L. faineii. O grupo das espécies saproéfitas possui cinco espécies
distintas: Leptospira biflexa, L. meyeri, L. wolbachii, Turneria parva e Leptonema
illini (LEVETT, 2001).

Microbiologicamente, as leptospiras sdo bactérias méveis, ndo capsuladas
nem esporuladas, aerdbias obrigatérias, que reproduzem-se por fissao transversa
e apresentam movimentos de saca-rolhas (spin) e de flexdo-extenséo, todos
associados dando-lhes rapida mobilidade (SLACK et al., 2006; SANTOS, 2008).

Sao microrganismos espiralados, muito finos (0,1 um), de comprimento
variando de (6-20 um), quase sempre tendo uma ou ambas as extremidades
curvadas ou em forma de gancho. Devido ao seu fino didmetro sdo melhores
visualizadas, a fresco, em microscopia de campo escuro ou em preparagao

impregnada pela prata e em microscopia comum (SANTOS, 2008).

3.3 Epidemiologia

Os aspectos epidemioldgicos basicos da leptospirose ja se encontram bem
estabelecidos, sendo clara a sua associacdo com os fatores climaticos, incluindo
indice pluviométrico, temperatura, ventos e umidade relativa do ar. Aglomeracdes
de animais em exposicdes e leildes sdo fatores também condicionantes a
ocorréncia da doenca (WHO, 2003).
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A distribuicao geografica da leptospirose é cosmopolita, no entanto sua
ocorréncia é favorecida pelos fatores climaticos. Ecologicamente, a existéncia e a
dispersao da leptospirose sdo mais favorecidas nas regides tropicais e subtropicais.
As inundacgdes, observadas apés intensas chuvas, também sao particularmente
propicias a disseminacao e persisténcia de leptospiras no ambiente, pois nessa
situacdo, ndo ocorre evaporagcao ou absorgao pelo solo da urina proveniente dos
animais infectados (BRASIL, 1995).

As fontes de infecg¢ao na leptospirose sao bastantes variadas, representadas
principalmente por 4gua, lixo e lama contaminadas com leptospiras pela urina ou
tecidos de animais infectados (BRASIL, 1994).

A agua tem papel importante na transmissao da leptospirose, visto que em
todos os locais onde a leptospirose é endémica, um elo hidrico se intercala entre o
animal e o homem. Os alimentos também podem constitui-se em fonte de infeccéo,
desde que, contaminados com urina de animais infectados. Nos animais em
lactagdo, as leptospiras podem ser encontradas no leite, durante a fase sistémica
aguda da doenca (RIET-CORREA et al., 2001).

Diversos fatores ambientais determinam o tempo de sobrevivéncia das
leptospiras patogénicas; os mais importantes sdo o pH da urina do hospedeiro, pH
do solo ou da agua no qual é excretada a urina e a temperatura local. A
multiplicacdo das leptospiras € 6tima em pH compreendido entre 7,2 a 7,4. Os
carnivoros tém normalmente urina com pH &cido e nao sao transmissores efetivos
de leptospiras, ao passo que, os herbivoros tém urina neutra ou ligeiramente
alcalina que prolonga a sobrevivéncia das espiroquetas, contribuindo
significativamente para a transmissdo da enfermidade (RIET-CORREA et al.,
2001).

A leptospirose acomete, praticamente, todos os animais domésticos,
silvestres e 0 homem, provocando ou ndo a manifestagéo de sinais clinicos. Varias
espécies de animais domésticos e a maioria das espécies silvestres podem tornar-
se portadores contribuindo para a disseminagdo do microrganismo na natureza
(WEBSTER et al., 1995).

Roedores, pequenos carnivoros e animais domésticos sdo reservatérios
conhecidos da enfermidade. Animais sinantrdpicos, principalmente os roedores
(Rattus norvegicus, Rattu rattus e Mus musculus) sdo considerados portadores
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sadios universais, uma vez que, apresentam leptospiruria prolongada e raramente
lesbes, contaminando a agua, solo e alimentos, atuando como fonte imediata de
infeccao (BRASIL, 2005; SEHGAL, 2006).

Na leptospirose, os animais domeésticos sdo hospedeiros primarios,
essenciais para persisténcia dos focos da infeccdo, e os seres humanos sao
hospedeiros acidentais, terminais, pouco eficientes na perpetuagdo da mesma.
Estes fatos ressaltam a importancia do direcionamento das ag¢des preventivas para
animais vertebrados, que se comportam como reservatério da bactéria. No entanto,
no relativo a saude animal, as consequéncias dessa infeccdo sao particularmente
de esfera econémicos, tendo em vista, o envolvimento de bovinos, equinos, suinos,
caprinos, ovinos e espécie de animais produtoras de alimentos (SANTIN et al.,
2006).

Diversos sorovares da bactéria causadora da leptospirose ja foram
identificados em suinos, bovinos, equinos, caninos e em animais selvagens
(SAMBASIVA et al., 2004; SANTIN et al., 2006). Cada sorovar tem uma espécie
mamifera como hospedeiro primério. Uma unica espécie animal, entretanto, pode
ser o hospedeiro primario de varios sorovares e pode, em realidade, ser
simultaneamente infectada por eles, bem como pode eliminar dois ou mais
sorovares de leptospiras (KRIEG, 1986).

Em bovinos, esta doenca € principalmente causada pelos sorovares hardjo
e pomona e ocasionalmente pelos gryppothyphosa, icterohaemorrhagiae e
canicola. A infeccdo com a variante sorolégica hardjo, em bovinos, induz
abortamentos, natimortalidade, nascimento de bezerros fracos, mastite e
diminuicdo da producdo de leite (BOLIN et al., 1991), além de infertilidade,
anorexia, pirexia, apatia, ictericia, anemia hemolitica, hemoglobinuria, mastite e até
morte, dependendo do sorotipo envolvido e da idade do individuo acometido
(MILNER et al, 1980).

Os bovinos com infeccao crénica atuam como fontes de infecg¢édo para outros
animais e também para os seres humanos, nestes casos, os sorovares associados
a infeccdo sao os produtores de hemolisina como o pomona, grippotyphosa,
icterohaemorrhagiae e autumnalis, porém o sorovar hardjo determina infeccédo
subclinica, com efeitos negativos no desempenho reprodutivo nos rebanhos
bovinos (FAVERO, 2002; ANZAI, 2002).
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Segundo Ellis (1984), a presenca de leptospiras no trato reprodutivo de
fémeas bovinas pode resultar em infeccao fetal e transtornos persistentes a
reproducao e, a fémea pode necessitar de 3 a 6 coberturas para voltar conceber.
Na maioria dos casos, os abortamentos ocorrem no terco final da gestacéo,
podendo haver a eliminacéo de leptospiras pelas descargas uterinas e persisténcia
da bactéria nas tubas uterinas, por até 97 a 142 dias (THIERMANN, 1984).

Observacgodes feitas por Sullivan (1974) mostram que em bovinos a infec¢ao
€ marcada por depressao e ataxia. O leite secretado pode apresentar aumento no
namero de leucécitos, com reagéo positiva ao California Mastitis Test (CMT). Ao
exame clinico ndo sdo observadas anormalidades no ubere, entretanto, alguns
animais podem apresentar ubere com consisténcia mais flacida que o normal, com
secrecao de leite com aparéncia de colostro, presenca de pequenos coagulos e,
ocasionalmente, sangue (HANSON, 1977).

O sorovar pomona € a causa principal de leptospirose em suinos e equideos.
J& o céo se infecta principalmente pelos sorovares icterohaemorrhagiae e canicola,
0 mesmo acontecendo com os roedores. Os principais sorovares incriminados com
a infeccaio no homem sdo pomona, canicola, icterohaemorrhagiae e
gryppothyphosa (SAMBASIVA et al., 2004; SANTIN et al., 2006).

A leptospirose é transmitida de animal a animal e de animal ao homem, a
transmissdo homem a homem, porém, é pouco frequente e ndo tem importancia
pratica. A transmissdo ao homem ocorre diretamente por contato com urina,
sangue, tecido ou 6rgdos de animais infectados ou indiretamente, através do
contato com agua e/ou solo umido e vegetacado contaminada com urina de animais
doentes. A transmissdo acidental em laboratérios e a ingestdo de alimentos
contaminados sao também descritos. A forma mais frequente de transmissao
humana consiste na exposicdo a urina de animais infectados, direta ou
indiretamente (BRASIL, 1995; RIET-CORREA et al., 2001; ADORNO, 2006).

Na espécie humana, a Leptospirose tem sido notificada no Brasil desde
1917, a partir dai muitos sao os estudos dedicados a investigacao em diferentes
regides do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

De longa data, a leptospirose tem sido associada com a ocupagédo do
paciente, atribuindo-se a enfermidade o carater de doenga profissional de

agricultores, tratadores de animais, plantadores de arroz, cortadores de cana-de-
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acucar, limpadores de esgotos, magarefes, mineiros e outros. Investigacoes
epidemiologicas tém constatado a nitida predominancia dessa zoonose em
profissdes com baixo nivel de remuneragéo. Assim, formam parte do grupo de risco,
principalmente pessoas que por condigdes precarias de habitagcdo e saneamento
basico dos locais onde moram e trabalham, estdo expostos ao contato com agua
e lama contaminadas (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

Bezerra et al., (2010) diagnosticaram aglutinininas anti-leptospiras em
38,34% das 60 amostras sanguineas de condutores de tracdo animal na cidade de
Sao Luis-MA, analisadas por meio da técnica de Soroaglutinacdo Microscépica
(SAM)e soropositividade, com reagdo a doze sorovares. Os sorovares mais
frequentes foram copenhageni, pyrogenes, icterohaemorrhagiae e autumnalis.

A infeccdo humana determina manifestagcdes muito variaveis, desde quadro
subclinico ou de doenca febril, caracterizada por febre, cefaléia, dores musculares,
anorexia nauseas e vémitos, de inicio subto que dura de um a varios dias, sendo
frequentemente rotulado de “sindrome gripal” ou “virose”, até quadros clinicos
ictéricos graves, com alto percentual de letalidade (AROKIANATHAN et al., 2005).

A forma severa da enfermidade manifesta-se clinicamente no homem por
febre, mialgias, ictericia, hiperemia conjuntival, epistaxe, hepatomegalia, rigidez da
nuca, prostacdo entre outros menos frequentes, com algumas variagdes
relacionadas com os periodos septicémico e toxémico da enfermidade. A
leptospirose pode ser confundida com outras doencas, meningite asséptica,
hepatite infecciosa, febre de origem desconhecida, influeza e poliomielite
(AROKIANATHAN et al., 2005).

3.4 Patogenia

O microrganismo penetra através da pele lesada ou de mucosas integras,
como a orofaringeana, ocular, genital e pulmonar, esta ultima, quando ocorre
inalacdo de aerossois contendo micorganismos. Também pode penetrar pela pele
integra que tenha ficado imersa em &gua por longo tempo. A leptospira é eliminada
para o meio ambiente através da urina de animais infectados (BRASIL, 1995).

O periodo de incubacao é de sete a 14 dias, podendo variar de um a 20 dias,

e o periodo de transmissibilidade dura, teoricamente, enquanto a leptospira estiver
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presente na urina (leptospiraria), geralmente da segunda a quinta semana da
doenca. De acordo com Bolin (2003), os anticorpos aglutinantes sao detectados
nesta fase. Os animais convalescentes podem eliminar o agente através da urina
durante meses ou até anos (BRASIL, 1995).

A eliminagao da leptospira pela urina dos portadores ocorre por periodos de
tempo que podem variar entre os animais domésticos, e por toda vida no caso dos
roedores (WEBSTER et al., 1995).

3.5 Situacao da Leptospirose
3.5.1 Situacao da leptospirose no mundo

No continente Africano, Wanyangu et al. (1987), encontraram no Quénia
bufalos selvagens reagentes aos sorovares Icterohemorrhagiae e canicola. Na
Africa do Sul, Myburgh et al., (1990) encontraram animais reagentes aos sorovares
tarassovi e hardjo na mesma espécie.

Em 1996, Chaudhry et al., verificaram que bufalos do sul da Asia, mas
precisamente na éarea rural do Paquistdo foram reagentes aos sorovares
icterohaemorrhagiae e mini. Na Oceania, Pavlov (1991), encontrou na regiao Norte
da Australia suinos reagentes ao sorovar pomona. Mason et al. (1998) observaram
que muitos dos suinos abatidos na regido Sul apresentaram elevados titulos
sorolégicos para leptospira, predominantemente contra o sorovar pomona.

Na América do Norte, os trabalhos de Ingebrigtsen (1986) e Goyal (1992)
demonstraram que, além de animais domésticos, a leptospirose tem acometido
espécies silvestres. Nos Estados Unidos, New et al. (1993), atestaram no Estado
de Minnesota a presenca de soros de cervos-do-rabo-branco (Odocoileus
virginianus) reagentes aos sorovares bratislava e pomona. No Estado do
Tennessee, foram encontrados soros reagentes aos sorovares hardjo, pomona e
icterohaemorrhagiae (NEW et al., 1993).

O sorovar Hadjo tem sido incriminado como causador mais frequente de
infecgdes entre rebanhos do mundo todo (VASCONCELOS et al., 1997a; FAVERO
et al., 2001). Reagdes positivas para este sorovar ja foram descritas em bovinos de
diversos paises, como Canada, Estados Unidos, Espanha, México, Australia,
Argentina e Africa (FERESU, 1988; PRESCOTT et al., 1988; STANCHI, 1989;
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KING, 1991; MILLER et al., 1991; ALONSO-ANDICOBERRY et al.,, 2001;
CERVANTES et al., 2002).

3.5.2 Situacao da leptospirose no Brasil

No Brasil, ha numerosos trabalhos que tratam sobre sorologia e isolamento
de leptospirose nos animais domésticos, em espécies silvestres e no homem. Uma
revisao realizada no periodo de 1917 a 1971, sobre leptospirose nos campos da
medicina humana e veterindria evidenciaram que 0s sorovares mais comuns em
nosso pais sdo: pomona, icterohaemorrhagiae, canicola, tarassovi,
gryppothyphosa, hardjo e sejroe (CORREA & CORREA, 1992).

A leptospirose foi alvo de estudos realizados por Langoni et al. (2000) em
muitas espécies de animais domeésticos e silvestres. Dentre os reservatérios
conhecidos desta enfermidade, destacam-se animais domésticos como caninos,
bovinos, suinos, caprinos, ovinos e equinos e, em meio urbano, principalmente o
rato (Rattus novergicus).

Em relacdo aos animais silvestres, embora muitos trabalhos sobre a
leptospirose tenham sido realizados nas Américas, no Brasil, a enfermidade ainda
é pouco estudada, deixando uma lacuna no estudo da leptospirose, o que dificulta
a elaboragao de planos estratégicos de controle dessa doenga em regides com
grande densidade de animais, matas e rios.

Na América do Sul, Vasconcellos et al. (1997b), examinaram soros bovinos
de diversos estados e verificaram que no Estado do Mato Grosso do Sul houve uma
predominancia de amostras reagentes ao sorovar hardjo.

De acordo com o levantamento realizado por Mathias et al. (1999) em
veados-campeiros no Pantanal Mato-Grossense, foi demonstrado percentual de

24% de amostras reagentes para os sorovares hardjo, wolffi ou mini.
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Um levantamento epidemiolégico realizado em bovinos por Santa Rosa et
al. (1969/70) em soros de bovinos oriundos dos Estados de Sao Paulo, Parana,
Pernambuco, Minas Gerais, Goias, Rio Grande do Sul, Amapa, Para e Rio de
Janeiro constataram a presenca do sorovar wolffi nos exames sorolégicos, valendo
destacar que o sorovar hardjo nao foi incluida na pesquisa.

Em 1979, Moreira et al., verificaram a presenga do sorovar wolffi no Rio
Grande do Sul e em Santa Catarina e, dois anos depois, um novo levantamento
epidemiologico foi realizado no Estado de Minas Gerais pelos mesmos
pesquisadores onde foi constatada a predominancia da variante sorol6gica wolffi
seguida de hardjo, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae e canicola. Ressalta-se que
este foi o primeiro registro de bovinos reatores para a variante sorolégica hardjo no
Brasil; saliente-se, contudo que nesta ocasiao a frequéncia de reagentes para a
variante sorolégica wolffi foi superior a observada para hardjo.

Giorgi et al. (1981), analisando soros bovinos coletados no periodo de 1974
a 1980, oriundos dos Estados de Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias, Bahia, Pernambuco, Paraiba e
Para, encontraram animais reatores para pelo menos uma variante soroldgica e as
mais frequente foram wolffi, pomona e tarassovi e a variante hardjo n&o foi incluida
na colegcéo de antigenos empregada.

Em 1995, Lilenbaum et al., verificaram o predominio da variante sorolégica
hardjo seguida de wolffi e bratislava em vacas com problemas reprodutivos e nao
vacinadas contra leptospirose no Estado do Rio de Janeiro; concomitantemente, no
mesmo ano, Caldas et al. (1995), em Salvador/BA, verificaram maior frequéncia
das variantes sorologicas wolffi, icterohaemorrhagiae e autumnalis.

Vasconcellos et al. (1997b), constataram o predominio de reagles
sorolégicas para a variante sorolégica hardjo em rebanhos bovinos nas regiées Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Girio et al. (1998) verificaram, na regido do
Pantanal o predominio das variantes sorolégicas wolffi, grippotyphosa e pomona
em bois baguas (Bos taurus indicus), e pomona, hardjo e wolffi em bufalos (Bubalus
bubalis).

Ribeiro et al., em 1999, pesquisaram a presenga de aglutininas para
Leptospira interrogans em bovinos no Mato Grosso do Sul e encontraram

positividade para pelo menos uma das 14 variantes soroldgicas testadas com
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predominancia das variantes sorolégicas wolffi e hardjo . Melo (1999), em Séao
Paulo, examinou rebanhos produtores de leite tipo C e encontrou animais positivos
para pelo menos uma variante sorolégica, com predominio dos mesmos sorovares
encontados por Ribeiro no Mato Grosso do Sul, fato confirmado no ano seguinte
por Langoni et al. (2000), apesar de encontrarem positividade também para os
sorovares pyrogenes, canicola, Bratislava, pomona, gripptyphosa, castellonis;
icterohaemorrhagiae, copenhageni, tarassovi e djasiman.

Anos depois, foi realizado um estudo retrospectivo dos exames soroldgicos
de leptospirose realizados no periodo de 1984 a 1997 pelo Laboratério de
Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Sao
Paulo, onde foi constatada a predominancia de reagbes com as variantes
soroldgicas hardjo e wolffi em soros bovinos provenientes dos Estados de Séo
Paulo, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Tocantins, Bahia,
Alagoas, Rio Grande do Norte, Paraiba, Piaui, Ceara, Maranh&o, Para, Rondénia,
e do Distrito Federal. Neste estudo foram consideradas sororreagentes as variantes
sorolégicas que apresentaram maiores titulos no teste de soroaglutinacéo
microscopica, e aqueles animais que apresentaram titulos mais elevados
concomitantemente para dois ou mais sorovares foram desconsiderados
(FAVERO, 2000).

3.6 Diagnéstico

Deve-se suspeitar da infeccdo por Leptospira spp., sempre que houver
perdas embrionarias, abortamentos, malformacgdes fetais, nascimento de animais
fracos, morte perinatal. O estabelecimento do diagndstico da leptospirose depende
da avaliacdo de fatores relacionados ao quadro clinico, dados epidemiolégicas e
resultados laboratoriais.

Existem varias técnicas de diagnéstico uteis na deteccdo da enfermidade
que podem ser divididas em dois grandes grupos: o método direto e 0 método
indireto. O primeiro se baseia na deteccdo da bactéria e 0 segundo determina a
resposta imune do tipo humoral do hospedeiro frente a acdo do agente etioldgico
(BOLIN & ALT, 1999; BOLIN, 2003). O procedimento laboratorial a ser seguido
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dependera da fase da doenca e da disponibilidade do laboratério e pessoal
capacitado (MINISTERIO DA SAUDE, 1995; AROKIANATHAN et al., 2005).

Os materiais de elei¢ao para o diagndstico de leptospirose sdo: sangue, soro
sanguineo, urina, liquor, érgaos (rins, figado), fetos e envoltérios fetais (placenta e
placentomas), além de érgaos ou tecidos com les6es macroscépicas (GIORGI et
al., 1981; BOLIN et al., 1989a; BOLIN et al., 1989b; BOLIN et al., 1991).

O isolamento bacteriano € uma técnica de alta especificidade, entretanto,
cara e laboriosa, estando disponiveis somente em laboratérios de referéncia
(BOLIN & ALT, 1999; BOLIN, 2003). Considerando as dificuldades circunstanciais
encontradas para isolamento do agente etioldogico de casos clinicos de
leptospirose, as reacgdes soroldgicas funcionam como principal prova especifica de
diagnéstico (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

Na leptospirose, 0s anticorpos circulantes, em que predomina inicialmente a
classe IgM e depois IgG, podem ser pesquisados por varias provas sorolégicas.
Entre outras, pode-se citar a fixagdo de complemento, hemaglutinagcdo passiva e
hemdlise de eritrécitos sensibilizados. Essas provas, utilizam antigeno género —
especifico e funcionam melhor para deteccdo de anticorpos na fase aguda da
doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

O teste imunoenzimatico (ELISA) tem como maior vantagem a possibilidade
de detectar especificamente anticorpos de classe IgM ou IgG, o que permite
esclarecer ha quanto tempo ocorreu a infecgao, entretanto, apresenta dificuldades
de realizacao, em especial quanto ao equipamento utilizado (LILENBAUM, 1996).

A Imunofluorescéncia Direta pode ser usada para identificar leptospiras em
tecidos, sangue, urina ou sedimentos, mas o conjugado de anticorpos fluorescentes
atualmente em uso nao é sorovar-especifico. Elas tendem a negatividade a partir
da convalescenca (BRASIL, 1995; BOLIN, 2003).

Existem também, as provas de Macro Aglutinacdo, com antigenos inativados
pelo formol, e a prova de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Da mesma forma, as
duas ultimas funcionam melhor na fase aguda da doenca. A microscopia de campo
escuro tem sido utilizada como teste populacional, por ser uma técnica rapida na
identificagdo de leptospiras na urina. Tem como vantagem a velocidade, mas
apresenta a desvantagem de baixas especificidade e sensibilidade (LEVETT,
2001).
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A PCR pode ser usado para detectar DNA das leptospiras em amostras
clinicas, sendo que em geral, o teste da urina € mais confiavel que o de amostras
teciduais. Este teste € capaz de detectar a presenca de leptospiras, mas néao o
sorovar infectante (BOLIN, 2003). A imunohistoquimica também pode ser realizada
para diagnéstico de leptospirose nos 6rgaos, visando correlacionar as lesées com
a presenca da bactéria nos tecidos (SILVA et al. 2006).

Segundo Lilenbaum (1996) e Vasconcellos (1997a), a reacdo soroldgica
padrao para diagnostico da leptospirose € a de Soroaglutinacdo Microscépica
(SAM) com antigenos vivos, a qual € recomendada pela Organizacao Mundial de
Saude (OMS). A SAM é o procedimento laboratorial mais amplamente empregado
para o diagnostico etiologico da infeccdo animal. Outros métodos sédo dispendiosos,
apresentando um resultado demorado, aplicando-se apenas a casos individuais e
ou animais de alto valor estimativo ou econdmico (BRASIL, 1995).

3.7 Controle

A escolha das estratégias mais adequadas para controle e profilaxia da
leptospirose depende basicamente das condi¢cdes especificas de cada rebanho.
Em geral, essas estratégias consistem na prevencdo da entrada de animais
portadores, deteccdo e eliminacao destes das propriedades, além da utilizagdo de
vacinas. Entretanto, as Unicas abordagens que tém sido bem sucedidas na reducgéo
do impacto decorrente da infeccéao por leptospiras, sdo aquelas onde se da énfase
as medidas de biosseguranca em geral, com ou sem 0 uso de vacinas.

No momento da aquisigdo de animais, € importante verificar a procedéncia
destes, adquirindo animais de propriedades idoneas. Além disso, deve-se levar em
consideracao que o exame soroldgico negativo nao garante que o animal ndo esteja
infectado, tendo em vista que pode estar no periodo de incubacédo ou, como a
producédo de anticorpos € intermitente, a coleta de sangue pode ter sido realizada
em um periodo em que nao seja possivel sua detec¢cdo (MELO, 2009).

A vacinacdo desempenha um importante papel no controle da leptospirose
na propriedade, podendo reduzir sensivelmente a prevaléncia de animais
reagentes no rebanho. Atualmente estao disponiveis vacinas comerciais que, de

uma forma geral, ttm em sua composicao os sorovares: grippotyphosa, pomona,
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canicola. Estas vacinas buscam a caracteristica de amplo espectro de atuacéo,
utilizando-se do artificio de possivelmente induzir a produgéo de anticorpos que
determinem reacdo cruzada com outros sorovares do género, ampliando a
eficiéncia desta estratégia de controle (GERRITSEN et al., 1994).

A protecao especifica, por meio do emprego de vacinas aplicadas aos
suscetiveis, consiste na primo-vacinagdo dos animais de produgdo, suinos e
bovinos, aos trés ou quatro meses de idade, seguida de uma dose de reforgo 30
dias ap6s a primeira aplicacao e revacinacdes semestrais ou anuais conforme as
condigcdes ambientais, levando em consideracdao que quanto maior o risco de
exposi¢cao, menor deve ser o intervalo entre as revacinagdes. Para a Organizacao
Internacional de Epizootias, a vacinagdo anual de todos os bovinos em um rebanho
fechado, ou duas vacinagdes ao ano em rebanhos abertos, pode ser eficiente para
o controle ja que a imunidade vacinal deve persistir por no minimo seis meses (OIE,
2006).

O Cédigo Sanitario para os Animais Terrestres da Organizacao Internacional
de Epizootias regulamenta que todos 0s equinos, suinos e ruminantes destinados
a reproducao e que precisarao ser transportados deverao apresentar certificado
onde conste a auséncia de sinais clinicos para leptospirose (POSPISSIL, 2007).

A leptospirose bovina é uma doenca de notificagcdo compulséria (OIE, 2003),
entretanto, ndo estd submetida ao combate organizado por 6rgaos e entidades
publicas ou privadas de sanidade animal, o que dificulta conhecer a verdadeira
extensdo das infecgdes por Leptospira spp. nos rebanhos bovinos em qualquer
regidao do pais.

No Brasil, ndo existe um programa especifico de controle da leptospirose.
Assim, o uso de vacinas vem sendo realizado indiscriminadamente,
comprometendo a interpretac@o dos testes soroldgicos, uma vez que os anticorpos
vacinais ndo podem ser diferenciados daqueles induzidos pela infecgdo natural. A
inexisténcia de um controle oficial sobre a venda e a aplicacéo de vacinas, favorece
o uso indiscriminado. Além disso, estudos demonstram que 0 uso de vacinas pode
dar uma falsa sensacgao de seguranca em relagdo a uma determinada enfermidade,

promovendo um comportamento de risco por parte dos produtores.

41



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Soroaglutinacao Microscoépica (SAM)

Das 100 amostras sanguineas de bovinos abatidos no municipio de Séo
Luis - MA, avaliados pela técnica de Soroaglutinagao Microscopica (SAM), para
identificacédo de Leptospira spp., 64% (n=64) apresentaram reac¢des positivas, com
titulos iguais ou superiores a 1:200, ao passo que 36% (n=36) foram negativos
para todos os sorovares testados.

Foram encontrados animais reagentes nos trés estabelecimentos com
valores de 53,34% (n=16), 80% (n=24) e 65% (n=26) para os matadouros-
frigorificos A, B e C, respectivamente, sem diferenga estatistica significativa entre
eles (Tabela 3).

TABELA 3. Resultado da técnica de Soroaglutinagédo Microscépica de amostras
sanguineas de bovinos por matadouro-frigorifico no municipio de Sao Luis-MA,
2011

Matadouro Positivos  Negativos Total Valor de
, IC 95% p
Frigorifico N % N % N %
A 16 53.34 14 46.66 30 100
B 24 8000 6 20.00 30 100 1,96 0.09
C 26 65.00 14 35.00 40 100

Os sorovares do complexo Leptospira interrogans mais frequentes nas
amostras avaliadas, em ordem decrescente, foram, hadjo, grippotyphosa, wolffi,
australis, copenhageni e castelloni, como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4. Sorovares de Leptospira interrogans encontrados em soros sanguineos
de bovinos abatidos em matadouros-frigorificos no Municipio de Sao Luis-MA, pela
técnica de Soroaglutinagdo Microscépica (SAM), 2011

Sorovar Soropositividade (%)
1 — Hadjo 18,00
2 — Grippotyphosa 14,00
3 — Wolffi 4,00
4 — Australis 1,28
5 — Copenhageni 1,28
6 — Castelloni 0,64

O sorovar hadjo tem sido incriminado como causador mais frequente de
infecgdes entre rebanhos do mundo todo, inclusive no Brasil (VASCONCELOS et
al., 1997a; FAVERO et al., 2001). Reacdes positivas para este sorovar ja foram
descritas em bovinos de diversos paises, como Canada, Estados Unidos, Espanha,
México, Australia, Argentina e Africa (FERESU, 1988; PRESCOTT et al., 1988;
STANCHI, 1989; KING, 1991; MILLER et al., 1991; ALONSO-ANDICOBERRY et
al., 2001; CERVANTES et al., 2002).

O resultado para o sorovar hadjo como o mais frequente dentre os
pesquisados no estudo revela similaridade com outras pesquisas realizadas em
matadouros-frigorificos no Brasil (GIRALDI, 2003; LILENBAUM & SOUZA, 2003;
FAVA et al., 2004; MAGAJEVSKI et al., 2007; MINEIRO et al., 2007; ROLIM, 2010).

A predominancia de reagdes para o sorovar hardjo, neste estudo, reforca a
teoria de que a espécie bovina é o hospedeiro preferencial para este sorovar
(ELLIS, 1994; PELLEGRIN et al., 1999) e, que sua expansao pode esta relacionada
a fatores ambientais ligados ao manejo (FAINE, 1982), como, descarte inadequado
de restos placentarios, multiplicagdo bacteriana em areas alagadas,
dessedentacdo animais em areas contaminadas e poluicédo. A identificacdo deste
sorovar como mais frequente nos animais estudados, indica que estdo presentes
0s mecanismos de transmissao direta da leptospirose, ou seja, contato bovino a

bovino.
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Foram encontrados titulos para este sorovar de até 1:600, em 6% (n=6) das
amostras, corroborando com Kirkbride (1990), que citou que titulos para o sorovar
Hadjo em geral sdo baixos, sendo raramente superiores a 1:800. O mesmo autor
destacou que quando a sovariedade hardjo for mais frequente, mesmo titulos
baixos podem esta relacionados a problemas reprodutivos e indicacao de infeccao.
Segundo Juliano (1999), a ocorréncia de aglutinagdes em sua maioria para a
diluicdos 1:200, reforca a condicdo de infeccdo entre animais.

Neste estudo, embora haja predominancia dos sorovares hadjo,
grippotyphosa e wolffi, ndo deve ser descartada a possibilidade de reagcéo cruzada
na reacdo de soroaglutinacdo, para os soravares hadjo e wolffi, pois ambos
pretencem ao sorogrupo Sejroe (COSTA et al., 1998). Mesmo que tenha sido
comprovada por sorodiagnéstico a existéncia do sorovar wolffi, nas amostras
analisadas, a patogenicidade deste sorovar n&o foi comprovada em bovinos, tendo
sido experimentalmente verificada em ovinos (BATRA et al., 1991).

Segundo Araujo et al.,, (2005), até 2005, ndo foram encontradas
publicacdes cientificas e/ou técnicas com registros do isolamento do sorovar wolffi
em bovinos clinicamente doentes. Tal condigcdo reforca a consideracdo que a
frequéncia encontrada para este sorovar no presente estudo pode se tratar de
reacdo cruzada com o sorovar hardjo, o que por outro lado amplia a importancia
deste ultimo para a pecudria maranhense.

A frequéncia encontrada para o sorovar grippotyphosa foi superior a
relatada em outros inquéritos sorolégicos em populacdes de bovinos (LANGONI et
al., 2001; CAMPQS Jr. et al., 2006; AGUIAR et al., 2006, MAGAJEVSKI et al.,2007,
MARQUES, 2008). A ocorréncia de infec¢des incidentais, causadas por sorovares
que nao sao mantidos nos bovinos, como australis, bratislava, butembo, castellonis,
grippotyphosa, copenhageni, panama, pyrogenes, shermani, andamana e patoc,
sugere que a transmissao da leptospirose ocorra pelo contato direto dos animais
com ambientes contaminados por L. interrogans oriunda de outros animais
domeésticos e silvestres (TONIN et al., 2010).

Muitos animais silvestres, entre eles os roedores, estdo perfeitamente
adaptados as leptospiras e ndo manifestam quaisquer sinais clinicos ou lesées
(ACHA & SZYFRES, 1986). Os roedores desempenham o papel de principais

reservatérios da doenca, pois sdo portadores sadios, albergando as leptospiras
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nos rins, eliminando-as vivas pela urina no meio ambiente e contaminando,
assim, agua, solo e alimentos (BRASIL, 1995).

Criagbes simultaneas de varias espécies animais domésticas numa mesma
propriedade podem favorecer a ocorréncia e a prevaléncia da leptospirose em
rebanhos bovinos (LILENBAUM, 1996; TOMAZELA, 1997).

A presenca de co-aglutinagdes foi observada em 32 (32%) das amostras.
Estas envolveram 4 dos sorovares testados, apresentado 10 combinagbes
diferentes, com maior frequéncia da reacao tipo hardjo/wolffi com 18,27%.

As co-aglutinagcdes podem ser explicadas, segundo Juliano (1999) e
(2003), pela infeccao concomitante de varios sorovares de Leptospira spp., ou por
reagdes cruzadas entre sorovares de um mesmo sorogrupo. A diversidade de
combinacgdes de sorovares em reagdes de co-algutinacdo observadas no presente
estudo pode ser explicada pela ocorréncia do fendmeno de reacao paradoxal, como
afirmado por Bolin (2003), onde ha a determinacdo de anticorpos pouco
especificos.

Vale ressaltar que todos os animais utilizados no estudo foram previamente
observados/examinados in vivo (exame ante-mortem), nos currais de observagéao
e matanca, por um prazo de até 24 horas, periodo regulamentar de descanso,
jejum e dieta hidrica e, ndo evidenciaram quaisquer sinais clinicos sugestivos de
leptospirose, como ictericia, diminuicdo da ruminacgdo, hipertermia, mastite e
episédios de abortamento.

A auséncia de sinais clinicos evidencia a importdncia de animais
assintomaticos na epidemiologia da leptospirose, pois, mesmo sem apresentarem
sinais, sdo portadores e podem eliminar 0 agente por tempo indeterminado
(CAMPOS Jr., 2006).

A leptospirose estd incluida na lista do Cédigo Sanitario para Animais
Terrestres da Organizacdo Internacional de Epizootias por ter propagacao
internacional, ser emergente, apresentar potencial zoonético e difuséo significativa
nas populacées humanas (OIE, 2009).

A leptospirose é considerada doenca ocupacional, estando associada a
determinados grupos profissionais, como magarefes, veterinarios e laboratoristas
(OLIVEIRA & NETO, 2007). A elevada positividade para Leptospira spp. no estudo,

pode predispor ao aparecimento de leptospirose nos funcionarios dos matadouros-
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frigorificos, uma vez que, as etapas do abate sdo realizadas sem uso de
equipamentos de protecao individual (EPI’s/luvas), associado ainda ao elevado
numero de animais abatidos por dia e o ritmo acelerado, determinando um contato
intimo com fluidos naturais dos bovinos abatidos.

As leptospiras penetram no organismo humano através de pequenas
escoriagdes ou abrasdes na pele, ou ainda através da pele integra quando este
permanecer por longos periodos em contato com material contaminado. Ao
atingirem a corrente circulatéria as leptospiras multiplicam-se rapidamente. A fase
de bacteremia pode durar de 1 a 7 dias, e € concomitante com o aparecimento de
sintomas como febre e dores musculares (PEREIRA, 1996; FAINE et al., 1999;
BHARTI et al., 2003).

5.2 Imunohistoquimica (IHQ)

Foram observados trés tipos de apresentacdo morfoldgica no tecido
placentario evidenciados pela técnica de imunohistoquimica: (i) padréao filamentar
— fortemente corado (coloracdo amarronzada destacada no fundo azul corado pela
hematoxilina), presente principalmente no intersticio do tecido placentario, com
dimensdes compativeis com leptospiras; (ii) padréo granular - aparentemente livre
no intersticio ou presente no citoplasma dos macrofagos; (iii) padrdao homogéneo —
macréfagos com citoplasma difusamente corado.

No presente estudo foi considerada como reagao positiva a presencga de
material filamentar isolado ou em combinagcdo com as demais modalidades
morfolégicas. A positividade global das amostras analisadas atingiu 40% (n=40).

A imunohistoquimica para antigeno de Leptospira spp. mostrou
aglomerados celulares distribuidos difusamente no tecido placentéario
principalmente na decidua basal, tanto extracelular quanto intracelularmente. A
presenga de antigenos de leptospiras no tecido placentario, marcando diferentes
tipos celulares (macréfagos, células endoteliais e reticulares), sugere alta carga
bacteriana infectante nas amostras positivas e indica que os mesmos tém um papel
importante na patogénese da leptospirose.

Este resultado, até o momento é a primeira demonstracdo na literatura

médica da presenca de antigeno de leptospirose em tecido placentario de bovinos
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abatidos em matadouros, por meio da técnica de imunohistoquimica, previamente
bem documentado no figado, rins, coragdo, pulm&o, musculo esquelético e
cardiaco e bacgo (De BRITO et al., 1987; ALVES, 1987; ALVES et al., 1992; UIP et
al., 1992; RIEDEMANN et al., 1994; ZAMORA et al. 1995; BRANDESPIM et al.,
2003; DUARTE NETO, 2010).

Com os resultados encontrados pela técnica de imunohistoquimica e os
conhecimentos que constam na literatura especializada é possivel inferir que o
processo patogénico basico, na leptospirose, pode ser desencadeado pela acao
direta da Leptospira spp. e seus produtos, nos tecidos.

5.3 Co-relacao entre as Técnicas de SAM e IHQ

Pelo fato da técnica de Soroaglutinacdo Microscopica ser uma técnica
quantitativa, esta foi considerada padrao-ouro para a validacdo das metodologias
analisadas, demonstrando que a Imunohistoquimica para diagnéstico de
Leptospira spp. em bovinos abatidos em matadouros frigorificos apresentou
Sensibilidade (Se) de 16% (10/64 x 100), e Especificidade (Es) de 17% (6/36 x
100) (Tabela 5).

TABELA 5. Comparagdo das técnicas Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) e
Imunohistoquimica (IHQ), para determinacdo da Sensibilidade (Se) e
Especificidade (Es) da técnica de IHQ

Imunohistoquimica Soroaglutinacao Microscoépica (SAM)
(IHQ)
Positivo Negativo Total
Positivo 10 30 40
Negativo 54 6 60
Total 64 36 100

47



A baixa sensibilidade da técnica de IHQ em relacao a técnica de SAM
poderia ser atribuida ao fato da primeira detectar apenas antigenos nos tecidos
relacionados ao processo patolégico. Em contrapartida, a técnica SAM detecta
qualquer anticorpo direcionado contra proteinas estruturais e ndo-estruturais da
Leptospira spp. A capacidade da técnica de SAM gerar sinal a partir de quantidades
muito pequenas de anticorpos também poderia explicar a baixa sensibilidade da
IHQ.

Apesar do valor de especificidade da técnica de IHQ ter sido baixa, em
termos percentuais foi superior ao valor da sensibilidade e, este fato pode indicar
auséncia de interagdes nao-imunoldgicas, auséncia de reagdes cruzadas com
outros agentes etiolégicos antigenicamente relacionado a Leptospira spp.

Riedemann et al. (1994) utilizando a técnica de imunoistoquimica
encontraram 20,60% de resultados positivos na pesquisa de antigeno de Leptospira
interrogans, em cortes de tecido renal de roedores de vida livre. Entretanto, estes
mesmos autores revelam que esta técnica pode ndo demonstrar um desempenho
satisfatorio e, portanto, ndo constituir-se em uma técnica de alta sensibilidade, em
casos de infecgbes renais tardias em roedores. ZAMORA et al. (1995), encontraram
43% de roedores silvestres positivos para leptospirose, ao analisar os rins desses
animais pela técnica deimunohistoquimica.

A reacdo padrao sorolégica para diagnéstico da leptospirose € a
Soroaglutinacao Microscépica (SAM) com antigenos vivos, a qual é recomendada
pela Organizagdo Mundial de Saude. A SAM é o procedimento laboratorial mais
amplamente empregado para o diagnostico etiolégico da infeccao animal
(LILENBAUM, 1996; VASCONCELOS,1997b). Segundo estes mesmos autores
outros métodos diagnosticos sdo dispendiosos, de resultado demorado, aplicando-
se apenas a casos individuais e ou animais de alto valor estimado ou econémico
(BRASIL, 1994).

O indice de correlagao Kappa (K), entre as técnicas SAM e IHQ foi inferior
a 0.20, o que indica um grau desprezivel de concordancia entre as duas técnicas
(JEKEL et al., 2006). O baixo percentual de positividade para a técnica IHQ (40%)
influenciou a determinacdo do coeficiente Kappa, justificado pela pouca
identificacdo de antigeno de Leptospira spp. nas amostras analisadas. Este dado
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reforca a possibilidade de que, dependendo do periodo de patogenia da
leptospirose, pode ndo haver identificagdo de antigenos L. interrogans nas
amostras.

E importante ressaltar que a presente pesquisa demonstrou a frequéncia
atual da infeccdo pela Leptospira sp. em bovinos abatidos em matadouros-
frigorificos no municipio de Sao Luis - MA. A soropositividade para Leptospira spp.
representa a presenca de animal portador e potenciais disseminadores da
espiroqueta no rebanho e no local de abate. Portanto, no geral, o estudo realizado
mostrou que a leptospirose consiste em mais um problema sanitario com o qual os
produtores maranhenses tém de conviver.

Os dados de frequiéncia aqui obtidos sdo preocupantes, ja que os animais
avaliados ndo eram vacinados, conforme avaliagdo das guias de transito animal
(GTA) e do Servigo de Inspecao Municipal, portanto, os anticorpos encontrados,
ndao sado de origem vacinal. Os resultados obtidos demonstram pela avaliacao
sorolégica que a infecgdo podera nao garantir a eles o “status” imunologico de
protecdo e que a imunidade do rebanho obtida pela infecgdo poderia ser reforgada
pela vacinagéo.

Observa-se que sao varios os parametros a serem avaliados em uma
ocorréncia de leptospirose, portanto, devido a complexidade do carater multifatorial
da enfermidade, maior conhecimento de sua epidemiologia reveste-se de
significado para seu controle e consequente diminuicdo de seus graves impactos.
Esta complexidade requer uma analise detalhada do ambiente, das espécies
envolvidas e dos fatores de risco inerentes ao sistema de criagdo. Desta forma, as
medidas de prevencgéo e controle da doencga deverdo se basear na interpretagdo
das diversas variaveis encontradas, visando o sucesso da agao sanitaria.

Em consequéncia das altas frequéncias de leptospirose, observadas no
estudo, torna-se importante alertar sobre 0s mecanismos para o controle desta
doenca. Para a reducao gradativa dos indices de soropositividade e prevencao de
novas infeccbées € necessaria a combinacdo de medidas de controle, como,
remocdo gradual de animais infectados, utilizagdo de vacinas que permitam a
diferenciacao entre animais vacinados e infectados, realizacdo de quarentena ao
ingresso de bovinos na propriedade e, exames sorolégicos anuais, buscando

impedir a reintroducdo dessa doenca no rebanho. Além disso, nos matadouros-

49



frigorificos € de extrema importancia a adocao de boas praticas de manipulagéao
com uso de equipamentos de protecao individual.

Diante do exposto, destaca-se a importancia do aprimoramento dos
sistemas de vigilancia epidemioldgica, visando a deteccao precoce dos focos, a
investigagédo etioldégica e a avaliagdo de eventuais modificagdes na estrutura
epidemioldgica da zoonose. Para tal, seriam fundamentais investimentos de infra-
estrutura, que permitisse atuacao oportuna, adequada e na amplitude necessaria,
o incremento dos sistemas de informacdes, bem como capacitacao técnica. Nesta
ultima, incluem-se alguns componentes fundamentais, como capacitacao clinica
para suspeita da infec¢cao/enfermidade, colheita e envio adequado de amostras e
suporte laboratorial.

Finalizando, destaca-se que a educacao em saude, faz-se fundamental para
a implementacao de medidas de profilaxia e controles, visando reduzir a magnitude
da antropoonose e de seus impactos sanitarios, econémicos e sociais.

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados desta pesquisa pode-se concluir que:

1. A frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em bovinos abatidos em
matadouros-frigorificos no municipio de S&o Luis-MA foi elevado;

2. Os sorovares mais frequentes em ordem decrescente foram hadijo,
grippotyphosa e wolffi;

3. Anticorpos contra o sorovar hardjo detectados neste trabalho apontam para a
importancia do bovino, considerado reservatério deste sorovar, na
disseminagao e manutencao da doenca;

4. A técnica de imunohistoquimica, quando aplicado a tecido placentario,
possibilita diagnéstico etiolégico de leptospirose, entretanto, com baixa
sensibilidade e especificidade configurando procedimento com especiais
restricoes;

5. Nao hove concordancia (K< 0.2%) entre as técnicas de Soroaglutinagao
Microscépica e Imunohistoquimica no estudo;

6. A leptospirose constitui um problema de Saude Publica para bovinos no
estado do Maranh&o.
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