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RESUMO

A leptospirose ¢ uma enfermidade de carater zoonoético, que apresenta ampla
distribuicdo mundial, sendo apontada como uma das enfermidades mais frequentes que
provocam distirbios reprodutivos nos pequenos ruminantes. O objetivo do trabalho foi
determinar a frequéncia de caprinos fémeas e ovinos machos soropositivos para pesquisa
de anticorpos anti-Leptospira spp., bem como identificar os sorogupos predominantes no
Semiarido paraibano, detectar DNA de Leptospira spp. e isolamento bacterioldgico de
Leptospira sp., no trato urindrio de caprinos fémeas e ovinos machos abatidos no
matadouro publico de Patos, PB. Descreve-se 34 fémeas adultas da espécie caprina no
capitulo I e 24 machos adultos da espécie ovina no capitulo II. Coletou-se amostras de
tecido renal e bexiga na linha de abate para posterior detec¢do molecular por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e isolamento bacterioldgico. As amostras com
melhores reagdes foram amplificadas e submetidas ao sequenciamento genético. O
sangue coletado foi destinado a investigagao sorologica por meio do teste de aglutinagao
microscopica (SAM), utilizando-se 24 sorovares como antigenos ¢ ponto de corte 1:100.
No capitulo I a frequéncia de sororeativos encontrada foi de 17,6 %, com titulos variando
entre 100 a 200. Os sorovares Autumnalis, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi foram os mais
frequentes nesse estudo com 33,3% cada. Na PCR foi encontrado DNA leptospirico em
17,6% das amostras de tecido renal e 5,8% de bexiga. Foi possivel realizar o
sequenciamento em uma amostra de tecido renal com 99% de similaridade a L.
interrogans e isolamento em duas amostras de tecido renal (5,8%) e uma de bexiga
(2,9%). No Capitulo II ndo foi encontrado animal sororeativo. Na PCR foi encontrado
DNA leptospirico em 16,0% das amostras de tecido renal e 41,6% de bexiga. Foi possivel
realizar o sequenciamento em trés amostras de tecido renal com 99% de similaridade a L.
interrogans e isolamento em duas amostras de tecido renal (8,3%) e duas de bexiga
(8,3%). Conclui-se que o trato urinirio ¢ um importante local de colonizacdo de
leptospiras em pequenos ruminantes criados no semidrido nordestino. Os resultados
moleculares demonstram a grande quantidade de animais assintomaticos portadores de
leptospiras, enfatizando a necessidade de associar a MAT e PCR para um seguro diagnostico
da leptospirose em caprinos € ovinos.

Palavras-chave: Leptospirose; clima semiarido; sorologia; PCR; DNA leptospirico.



ABSTRACT

Leptospirosis is a disease of a zoonotic character, which has a wide worldwide
distribution, was identified as one of the most frequent illnesses that cause reproductive
disorders in small ruminants. The objective of the work was to determine the frequency
of seropositive female goats and male sheep to search for anti-Leptospira spp. Antibodies,
as well as to identify the predominant serogroups in the Semi-arid of Paraiba, to detect
Leptospira spp DNA. and bacteriological isolation of Leptospira sp., in the urinary tract
of female goats and male sheep slaughtered in the public slaughterhouse in Patos, PB. 34
adult females of the caprine species were described in Chapter I and 24 adult males of the
sheep species in chapter II. Samples of kidney and bladder tissue were collected in the
slaughter line for later molecular detection through polymerase chain reaction (PCR) and
bacteriological isolation. The samples with the best response were amplified and
subjected to genetic sequencing. The blood collected was used for serological
investigation using the microscopic agglutination test (SAM), using 24 serovars as
antigens and a cut-off point of 1: 100. In Chapter I, the frequency of seroreactivity found
was 17.6%, with titers ranging from 100 to 200. The serovars Autumnalis,
Icterohaemorrhagiae, Tarassovi were the most frequent in this study by 33.3% each. In
PCR, leptospiral DNA was found in 17.6% of renal tissue samples and 5.8% of the
bladder. It was possible to perform the sequencing in a sample of renal tissue with 99%
similarity to L. interrogans and isolation in two samples of renal tissue (5.8%) and one of
the bladders (2.9%). In Chapter II, no seroreactive animal was found. In PCR, leptospiral
DNA was found in 16.0% of the renal tissue samples and 41.6% of the bladder. It was
possible to perform the sequencing in three selected renal tissue with 99% similarity to
L. interrogans and isolation in two samples of renal tissue (8.3%) and two of the bladder
(8.3%). We conclude that the urinary tract is a necessary site for the colonization of
leptospires in small ruminants raised in the Northeast semiarid. The molecular results
show a large number of asymptomatic animals with leptospires, require to associate MAT
and PCR for a safe diagnosis of leptospirosis in goats and sheep.

Keywords: Leptospirosis; semiarid climate; serology; PCR; Leptospiric DNA.



INTRODUCAO GERAL

A leptospirose ¢ uma doenca bacteriana zoonotica difundida mundialmente
(ADLER, 2015; ELLIS, 2015). No Brasil ¢ uma das enfermidades que mais causam
prejuizos econdmicos nas criagdes de pequenos ruminantes. O seu principal impacto € o
comprometimento do desempenho reprodutivo dos rebanhos acometidos (SUEPAUL et
al., 2011; ELLIS 2015).

Essas espiroquetas sdo da ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae, género
Leptospira sp. (ADLER & MOCTEZUMA, 2010). Sua estrutura possui cilindro
protoplasmatico helicoidal, com didmetro delgado (0,1um) e comprimento de 6 a 20 um,
movel, aerobios estritos e apresentam uma ou ambas as extremidades encurvadas ou em
forma de gancho (QUINN et al., 2005; LEVETT et al., 2010). Movimentam-se através
de rotagdes e flexdes ao longo de seu proprio eixo. Para crescimento e multiplicacdo ¢é
necessario temperaturas que variam de 28 a 30°C e pH 7,2 a 7,6 (FAINE et al., 1999).
Sensiveis a dessecagem, desinfetantes, incisdo de luz solar direta, pH 4cido menor que
6,8 ou basico maior que 8,0 e temperaturas inferiores a 10° C ou superiores a 50° C.
Conseguem sobreviver bem na agua e em cultura por longos periodos (TRUEBA et at.,
2004).

As leptospiras estdo classificadas em 19 genomespécies, sendo 14 espécies
patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L. Interrogans (senso
estrito), L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L.
weilii, L. wolffi e L. mayottensis, com mais de 260 sorovares. As espécies saprofitas
incluem L. biflexa (senso estrito), L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielii e L.
wolbachii, com mais de 60 sorovares (ADLER & MOCTEZUMA, 2010; BRASIL,
2010).

As leptospiras penetram de forma ativa no organismo através das mucosas e pele
lesada ou integra, devido sua motilidade e morfologia, invadindo a circulacdo (ADLER,
2015; ELLIS, 2015). Nos rins elas encontram ambiente que confere protegdo contra
sistema imune do hospedeiro (MCBRIDE et al., 2005), sdo excretadas pela urina,
contaminando todo o ambiente (LOUREIRO & LILENBAUM, 2020), podem ser
eliminadas pelo fluido vaginal (LILENBAUM et al., 2008). Dessa forma a transmissao
pode se dar por contato direto com a urina de animal portador, ou agua, solo e fomites

contaminados (PICARDEAU, 2013).
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A enfermidade pode causar um quadro agudo, subagudo ou permanecer
clinicamente inaparente, vai depender principalmente da adaptagdo do hospedeiro ao
sorovar infectante (ACHA & SZYFRES, 2001). Os animais que desenvolvem a doenca
clinicamente e vao a dbito ou cura sdo classificados de hospedeiros susceptiveis, € 0s
hospedeiros de manutengdo sdo aqueles que ndo desenvolvem sinais clinicos, mas
persistem com as leptospiras no organismo (FAINE et al., 1999; PAULA et al., 2014).

Entre as técnicas de diagnostico baseadas na detec¢do de anticorpos temos a
soroaglutinacdo microscopica (SAM) e Ensaio Imunoenzimaico (ELISA) (FAINE et al.,
1999; OIE, 2008; ADLER & MOCTEZUMA, 2010). Por métodos diretos temos exame
direto em microscopia de campo escuro, reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
imunofluorescéncia, histopatologia e isolamento a partir de cultura bacteriana e/ou
inoculacdo em animais (LEVETT, 2001).

A leptospirose possui carater sazonal, com maior frequéncia em paises de clima
tropical e subtropical, além de apresentar aumento nos periodos de alto indice
pluviométrico (MARTINS & PENNA & LILENBAUN, 2010). Praticamente todos os
paises onde foram realizadas investigagdes epidemiologicas, as leptospiras foram
identificadas (OLIVEIRA et al., 2013).

A prevaléncia de Leptospira spp. em caprinos e ovinos no Brasil tem uma enorme
varia¢do segundo alguns estudos. Em caprinos foi observado uma prevalencia de 31,1%
em Minas Gerais (SANTOS et al., 2012;), 35,5% em Santa Catarina (TOPAZIO et al.,
2015), 29,0-32,67% em Sergipe (RIZZO et al., 2015; SILVA, 2015), 14,5% no Rio
Grande do Norte (ARAUJ O NETO et al., 2010), 5,2-34,65% na Paraiba (HIGINO et al.,
2012; SILVA, 2015; COSTA et al., 2016), 20,9 no Rio de Janeiro (LILENBAUM et al.,
2008), 28,52% no Ceara (SILVA, 2015), 41,90% na Bahia (SILVA, 2015) e 34,6% no
Piaui (CAMPOS et al, 2017).

Em ovinos h4 também uma grande variagdo de prevalencia entre as regides. No Rio
Grande do Sul foi descrito uma prevalencia de 34,26% (HERMANN, 2004), 0,7-28,6%
em Sao Paulo (FAVERO et al., 2002; SILVA, 2012; RIZZO et al., 2014), 13,70-47,4%
no Rio de Janeiro (LILENBAUM et al., 2008; MARTINS et al., 2012), 22,2% em Minas
Gerais (SALABERRY etal., 2011), 3% no Distrito Federal (SEIXAS etal., 2011), 33,3%
em Rondonia (AGUIAR et al., 2010), 10,4% no Espirito Santo (CORTIZO et al., 2014),
32% no Maranhao (CARVALHO et al., 2012), 28,6-40,5% no Piaui (CAMPOS et al.,
2017) e 7,5-11,2% na Paraiba (HIGINO et al, 2010; COSTA et al., 2016).
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Em regides de clima semiarido como na regido semi-arida do nordeste brasileiro a
ocorréncia da doenca esta ligada a altas concentragdes de animais em locais proximos a
aguas represadas, animais assintomaticos e transmissao venérea (OLIVEIRA et al., 2013;
SILVA et al., 2018). No estudo feito por NOGUEIRA et al. (2020) foi visto um aumento
de animais positivos no periodo seco comparado ao periodo de maior indice
pluviométrico, demonstrando a transmissao venérea como uma das rotas alternativas das
leptospiras para disseminac¢ao e adaptabilidade nessa regido de clima seco.

Os estudos no semiarido paraibano tem demonstrado que a prevaléncia da
leptospirose nos rebanhos caprinos e ovinos independem do clima, enfatizando a
resiliéncia dos animais nativos, a transmissao por contato intimo e venérea. Torna-se
imprescindivel sabermos quais os principais sorovares que acometem esses animais para
montar um banco de dados e avangar no controle e prevengao da doenga.

A presente dissertacdao ¢ composta por dois capitulos. O Capitulo I € um artigo que
sera submetido a revista Ciéncia Rural, tendo por objetivo demonstrar a epidemiologia e
diagnostico da leptospirose em regido semidrida através da deteccao soroldgica,
molecular e microbioldgica de Leptospira sp. a partir do trato urindrio de 34 fémeas
adultas da espécie caprina, abatidas no semidrido do estado da Paraiba, Nordeste do
Brasil. O Capitulo II ¢ um artigo que sera submetido a revista Ciéncia Rural, tendo por
objetivo demonstrar a epidemiologia e diagnostico da leptospirose em regido semiarida
através da deteccao sorologica, molecular e microbioldgica de Leptospira sp. a partir do
trato urindrio de 24 machos adultos da espécie ovina, abatidos no semidrido do estado da

Paraiba, Nordeste do Brasil.
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RESUMO: 4 leptospirose é uma importante enfermidade infecciosa na caprinocultura,
afetando negativamente a produtividade. Este trabalho teve como objetivo avaliar os
achados sorologicos, moleculares e isolamento de leptospiras patogénicas no trato
urinario (tecido renal e bexiga) de cabras. Foram utilizadas trinta e quatro cabras
adultas destinadas ao abate. Amostras renais (n = 34), bexiga (n = 34), foram coletadas
para isolamento do agente e detec¢do molecular de DNA de Leptospira sp. e amostras
de sangue (n = 34) para teste sorologico. A Rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) foi
usada como teste molecular e o teste de soroaglutinagdo microscopica (SAM) foi usado
como teste sorologico. As amostras com amplificacdo de DNA foram submetidas ao
sequenciamento genético. A presengca de DNA de leptospira foi encontrada nos tecidos
de 8 (23,4%) cabras, e desses, apenas dois foram positivos na PCR e MAT. Houve ligeira
concordancia entre as técnicas de PCR e MAT (k = 0,150; p = 0,436). Em 6 (17,6%)
amostras do tecido renal e em duas (5,8%) amostras de bexiga, foi detectado o DNA da
leptospira. Os genes de uma amostra de tecido renal foi sequenciada e demonstrou 99%
de similaridade com Leptospira interrogans. Anticorpos anti-Leptospira sp. foram
detectados em 6 (17,6%) dos animais testados. Os resultados refor¢am a importdncia do
trato urindrio, especialmente a bexiga como sitio de colonizagdo das leptospiras além do
tecido renal.

Palavras-chave: Cabras, Leptospirose, isolamento, Trato urinario, Detec¢cdo molecular,

epidemiologia, semiarido.

ABSTRACT: Leptospirosis is an important infectious disease in goat farming,
negatively affecting productivity. This work aimed to evaluate the serological and
molecular findings and isolation of pathogenic leptospires in the urinary tract (kidney

and bladder tissue) of goats. Thirty-four adult goats were used for slaughter. Renal
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samples (n = 34), bladder (n = 34), were collected for isolation of the agent and
molecular detection of Leptospira sp. and blood samples (n = 34) for serological testing.
The polymerase chain reaction (PCR) was used as a molecular test and the microscopic
serum agglutination test (SAM) was used as a serological test. Samples with DNA
amplification were subjected to genetic sequencing. The presence of leptospira DNA was
found in the tissues of 8 (23.4%) goats, and of these, only two were positive in PCR and
MAT. There was a slight agreement between the PCR and MAT techniques (k = 0.150; p
= 0.436). In 6 (17.6%) samples of renal tissue and two (5.8%) bladder samples,
leptospira DNA was detected. The genes in a kidney tissue sample were sequenced and
demonstrated 99% similarity to Leptospira interrogans. Anti-Leptospira sp. were
detected in 6 (17.6%) of the animals tested. The results reinforce the importance of the
urinary tract, especially the bladder as a site of colonization of leptospires in addition to
renal tissue.

Keywords: Goats, Leptospirosis, isolation, Urinary tract, Molecular detection,

epidemiology, semiarid.

INTRODUCAO

A caprinocultura ¢ uma atividade de grande importancia, principalmente na regiao
Nordeste (RIET-CORREA et al., 2013). Como em outros paises subdesenvolvidos a
criacdo dessas espécies estd diretamente ligada a seguranca econdmica e social de
pequenos agricultores em sua grande maioria (PUGH & BAIRD, 2012).

O efetivo de caprinos no Brasil ¢ de 8.260.607, sendo cerca de 93,9% (10.047.755)
na regido Nordeste (IBGE, 2019). Embora tenha havido uma evolu¢do mercadologica,
ainda ha muito para melhorar e a falta de investimento em tecnificagdo no rebanho,

principalmente no manejo, fazem com que as enfermidades infecciosas, como a
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leptospirose, ganhem destaque com relagdo a queda de produtividade (MARTINS et al.
2012).

A leptospirose ¢ uma zoonose, mundialmente distribuida e que acarreta elevados
prejuizos econdmicos para a pecudria nacional. O seu principal impacto é o
comprometimento do desempenho reprodutivo como abortamentos, natimortos,
infertilidade e reten¢do placentéria, diminuindo a produtividade dos rebanhos acometidos
(ADLER 2015; ELLIS 2015).

A sua disseminagdo € crescente e geralmente ligada a presenca de roedores, falta
de assisténcia veterindria, erros de manejo, criagdes consorciadas, a rusticidade dos
animais nativos, transmissdo venerea ¢ alta pluviosidade (ALVES et al., 1996;
VANASCO et al., 2008; LILENBAUM et al., 2008; SANTOS et al., 2012; HIGINO et
al., 2012; COSTA et al., 2016; SILVA et al., 2018). Embora bem estabelecido a relagao
entre pluviosidade e frequéncia de animais sororreativos (ALVES et al, 1996;
VANASCO et al., 2008), a pesquisa realizada por NOGUEIRA et al., (2020) em ovinos,
ndo mostrou diferenca estatistica da prevaléncia da doenga nos rebanhos entre periodo
chuvoso e periodo de seca, enfatizando a importancia de animais portadores
assintomaticos no rebanho como forma de manutencao da doenga (COSTA et al., 2016).

A prevaléncia da leptospira em rebanhos caprinos no Brasil varia entre 3,4 a
31,3% (HIGINO & AZEVEDO, 2014). A prevaléncia entre os estados brasileiros tem
demonstrado grande variacdo. Em Santa Catarina foi encontrado uma prevaléncia de
35,3% (TOPAZIO et al., 2015), Minas Gerais 31,1% (SANTOS et al., 2012;), Rio de
Janeiro 20,9% (LILENBAUM et al., 2008), na Bahia 41,90% (SILVA, 2015), em Sergipe
29,0%- 32,67% (RIZZO et al., 2015), na Paraiba 5,2-34,65% (HIGINO et al., 2012;
SILVA, 2015; COSTA et al., 2016), no Rio Grande do Norte 14,5% (ARAUJO NETO et

al., 2010), no Ceara 28,52% (SILVA, 2015), e no Piaui 34,6% (CAMPOS et al, 2017).
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O método de diagnodstico mais utilizado ¢ o teste de aglutinagdo microscopica
(MAT), que utiliza culturas vivas de Leptospira sp. como antigenos (MARTINS &
LILENBAUM, 2014). Embora amplamente utilizado e com alta especificidade, ele ¢ um
teste deficiente quando usado sozinho visto que a auséncia de niveis detectaveis de
anticorpos séricos em algumas espécies animais torna-o menos sensivel (ELLIS, 2015).

Desta forma, o isolamento e detecgdo molecular de leptospiras ¢ de grande
importancia do ponto de vista epidemioldgico, pois permite a identificagdo dos sorovares
circulantes em determinada regido, além de identificar animais portadores que
apresentam resultados negativos em outros testes, como a SAM, o que tem implicagdo
direta nas ac¢des de controle da infeccdo (COSTA et al., 2016; SILVA et al., 2018).

Tendo em vista a relevancia dessa enfermidade nos rebanhos de pequenos
ruminantes, responsavel por perdas econdmicas expressivas, muitas vezes despercebidas
pelos produtores, devido suas caracteristicas produtivas e reprodutivas, agravado pelo
fato dessa enfermidade também ser uma importante zoonose de bastante interesse para
satde publica (ELLIS, 2015) e também associado ao pequeno numero de estudos quanto
aos aspectos determinantes da doenga em caprinos criados no bioma caatinga (MARTINS
& LILENBAUM, 2014; COSTA et al., 2016) foi estruturado o trabalho de pesquisa com
o objetivo de avaliar os achados sorologicos, moleculares e isolamento bacteriologico de

leptospiras patogénicas a partir do trato urinario de cabras.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e coleta de materiais biolégicos
O estudo foi realizado no matadouro municipal de Patos, mesorregido do Sertao

do estado da Paraiba, localizada na regido semiarida do Nordeste do Brasil (latitude: 07 °
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01 "28 " S; longitude: 37 © 16 ' 48 " W), pertencente ao bioma caatinga, estando 245m
acima do nivel do mar, apresentando temperatura média anual de 25,5°C e 728mm de
pluviosidade. A cidade de Patos tem 472,892 Km? de area territorial e efetivo de 3.098
cabecas de caprinos. Foram utilizadas 34 caprinos adultas, fémeas, destinadas ao abate.
O sangue coletado foi obtido da veia jugular externa, imediatamente antes do abate,
utilizando tubos de vacuo estéreis de 9 mL devidamente identificados. Apos coletado, o
soro foi armazenado em microtubos a -20°C até a realizacdo do teste sorologico.
Amostras de tecido renal (n = 34), bexiga (n = 34), foram coletadas. Fragmentos de um
grama foram usados para o processamento bacterioldgico, e fragmentos de 5 g foram

usados para o teste molecular. Estes foram congelados a -20 até serem processados.

Diagnostico Sorologico

A presenga de aglutininas anti-Leptospira sp. foram determinadas pela SAM
(OIE, 2014), utilizando como antigenos uma cole¢ao de 24 sorovares pertencentes a 17
sorogrupos patogénicos diferentes de cinco espécies, origindrios do Instituto Pasteur, na
Franca, e fornecidos pelo Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da Universidade
Federal Fluminense, Niteroi, Rio de Janeiro, Brasil: L. interrogans serovars Copenhageni,
Canicola, Autumnalis, Wolffi, Hardjoprajitno, Icterohaemorrhagiae, Pomona,
Kennewicki, Hebdomadis, Pyrogenes, Bratislava e Australis; Seorovares de L. santarosai
Guaricura, Shermani e Canalzoni; Sorovares de L. borgpetersenii Javanica, Tarassovi,
Ballum, Mini e Castellonis; Sorovares de L. kirschneri Grippotyphosa e Cynopteri;
Serovares de L. noguchi Panama e Lousiana. Foi utilizado ponto de corte de 1:100,

considerado positivo ao apresentarem aglutinacao igual ou superior a 50%.

Isolamento bacteriano
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As amostras de tecido renal e bexiga, foram maceradas usando pistilos estéreis
para formar uma suspensdo de 10% (peso/volume) em solucdo salina tamponada
Sorensen estéril. A partir desta suspensao, inoculou-se 0,5 mL em 5 mL de EMJH semi-
solido (Disco, BD, Franklin Lakes, NJ, EUA), suplementado com antibidtico anfotericina
B (0,05 mg / mL), 5-fluorouracil (1 mg/mL ), fosfomicina (4 mg/ mL), trimetoprim (0,2
mg / mL) e sulfametoxazol (0,4 mg / mL) (CHAKRABORTY et al. 2011). Os tubos
inoculados foram entdo armazenados a 28°C numa camara de incubagdo BOD. Apds um
periodo de 24 horas no meio enriquecido com antibiotico, as culturas foram diluidas em
série (10', 10%, 10%) em meio semi-solido de Fletcher (Difco, BD, Franklin Lakes, NJ,
EUA). com 5- fluorouracilo (1 mg/mL) e incubou-se a 28°C. As culturas foram
examinadas semanalmente para observar crescimento bacteriano durante 12 semanas

usando microscopia de campo escuro.

Detec¢do molecular de Leptospira sp.

A extracdo de DNA de tecidos e culturas foi realizada com o kit de sangue e
tecidos Dneasy (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as recomendagdes do fabricante.
Os iniciadores LipL.32-45F (5'-AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG-3 ") e Lip L32-286R
(5'-GAA CTC CCA CCT TTC CAG CGA TT-3'") foram utilizados para amplificar o gene
LipL32, projetado por STODDARD et al. (2009), que tem como alvo o gene LipL32,
especifico para leptospiras patogénicas. As reagdes de sequenciamento foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita por HAMOND et al. (2014), utilizando os
iniciadores LipL32-45F e LipL32-286R (STODDARD et al.,, 2009) com o kit de
sequenciamento Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Para eletroforese capilar, foram utilizados um analisador génico de 3130xL e o polimero

POP-7 (PLATT et al., 2007). A sequéncia foi alinhada com as cepas de Leptospira obtidas
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do GenBank (Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia, Bethesda, MD,
EUA) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta BLAST (http: // www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Uma arvore filogenética foi gerada usando o software
Seaview4 (GOUY et al., 2010) e construida usando o método Bio Neighbour-joining e o
modelo de inicializa¢do Jukes e Cantor com 1.000 repeti¢des. Isso foi visualizado através
do FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/). A reconstrucdo filogénica incluiu sequéncias

de leptospiras para comparagao.

Analise estatistica

O teste exato de Fischer foi usado para comparar as propor¢des de amostras
positivas de tecido renal e bexiga, tanto no PCR quanto para o crescimento bacteriano.
Para avaliar a concordancia entre os resultados das técnicas de MAT & PCR e MAT &
Cultura, calculou-se o indicador Kappa. As andlises foram feitas usando BioEstat 5.03

(AYRES et al. 2007), considerando um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Dos 34 soros avaliados pela MAT, seis (17.6%) apresentaram reagdes positivas
(Tabela 1 e 2). O titulo 100 foi predominante, com 66.6% (4/6) das sororeagdes, seguido
do titulo de 200, com 33.4% (2/6). Os sorogrupos encontrados foram Autumnalis (33,3%,
2/6), Icterohaemorrhagiae (33,3%, 2/6) e Tarassovi (33,3%, 2/6)

Na analise molecular foram testadas 68 amostras provenientes de 34 animais, onde
oito (23.5%) apresentaram DNA leptospirico. Destes animais, seis tiveram amostras
positivas para o tecido renal e duas para bexiga (Tabela 1). A Tabela 3 mostra que o 6/34
(17.6%) amostras de tecido renal e 2/34 (5.8%) da bexiga apresentaram DNA, totalizando

oito amostras. Nao houve diferenca estatistica significativa entre as amostras (p = 0.141).
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Um amplicon do tecido renal apresentou 99% de identidade para a espécie
patogénica L. interrogans (Figura 1).

De acordo com a Tabela 1, 2/34 (5.8%) animais foram positivos para o
crescimento bacteriano, onde apenas um animal apresentou amostra exclusiva para o
tecido renal. Ao todo, o crescimento foi observado em 3/68 (4.4%) amostras, sendo 2/34
(5.8%) tecido renal e 1/34 (2.9%) bexiga (Tabela 2). A comparagdo entre as amostras nao
mostrou diferenca estatistica significativa (p = 0.488).

Observando a Tabela 3, percebe-se que duas amostras foram positivas para o
MAT e o PCR, enquanto que para MAT e Cultura esse quantitativo foi de trés. Usando
como base o indicador Kappa, houve uma fraca correlagdo entre MAT e PCR (k= 0.150;

p =0.436) e entre MAT e Cultura (k= 0.543; p = 0.005).

DISCUSSAO

A sorologia identificou trés sorogrupos predominantes, Icterohaemorrhagiae,
Autumnalis e Tarassovi, semelhantes a resultados obtidos por HIGINO et al., (2012),
SANTOS et al., (2012) e ARAUJO NETO et al., (2010). A presenca de anticorpos contra
os sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Tarassovi, pode estar relacionada ao
compartilhamento do mesmo ambiente entre ovinos (Ovis arie), caprinos (Capra hircus)
equinos (Equus caballus), suinos (Sus scrofa domesticus) e ratos (Rattus norvegicus e
Nectomys squamipes), visto que de acordo com estudos anteriores existe uma correlacao
entre determinadas espécies e sorogrupos especificos (ALVES, 2000; RAMOS &
SOUZA; LILENBAUM et al.,, 2007; ALVES et al., 2012; SANTOS et al., 2012;
GOMES, 2013; PETRAKOVSKY & CARPINETTI & ANTONUCI, 2015; HAMOND

et al., 2015).
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O sorogrupo Icterohaemorrhagiae foi o mais frequente nesse estudo, considerando
a participagdo dos roedores na cadeia de transmissdo, se faz necessario o controle do
reservatorio proximos a depdsitos de racdo no ambiente, restringir o acesso desses onde
se cultiva ou ¢ armazenado o volumoso (COSTA et al., 2017). Em relag¢do ao sorogrupo
Autumnalis intimeros relatos o destaca como o mais frequente em pequenos ruminantes
e levantam a hipotese de que esses podem ser possiveis hospedeiros de manutencao desses
sorogrupo, nem mesmo o elevado acumulado de chuvas em periodos regulares na regido
foi suficiente para aumentar a resposta imunoldgica humoral dos animais, predominando
titulos de anticorpos de 100, o que pode indicar adaptabilidade dessa espécie e possiveis
portadores cronicos da doenga (COSTA et al., 2016). O baixo niimero de animais
soropositivos em estudos de prevaléncia na espécie na regido Nordeste, sugere que esses
caprinos criados na regido semidrida, em sua maioria mesticos € com caracteristicas mais
rusticas, possam ser mais resistentes a leptospirose (SILVA et al., 2012; SANTOS et al.,
2012; COSTA et al., 2016).

O ponte de corte utilizado (100) é outra questdo a ser ponderada, uma vez que o
titulo apresentado por determinadas espécies ¢ um fato correlacionado com o nivel de
exposicao ao longo da sua evolugdo (ADLER, 2015), surgindo a hip6tese de se considerar
interpretagdes distintas de acordo com o grau de adaptagdo da espécie ¢ da realidade
epidemioldgica da regido estudada (PICARDEAU, 2013), portando pontos de cortes
abaixo de 100 para o diagnostico da leptospirose devem ser considerados na medida em
que os portadores cronicos sao grandes responsaveis pela manutencdo do agente no
ambiente, reforcando a necessidade de constantes estudos soroldgicos e tentativas de
isolamento do agente nesta regido. Pesquisa feita com ovinos por NOGUEIRA et al.,
(2020) o ponto de corte 50 na sorologia foi eficaz na deteccdo de portadores de ovinos

em relacdo ao titulo 100 no semidrido brasileiro e, independentemente do material
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utilizado na PCR, as maiores sensibilidades foram obtidas considerando esse ponto de
corte, ou seja, menos resultados falso negativos foram obtidos.

Os achados positivos da PCR de o6rgdos e o isolamento bacteriano, revelaram a
colonizacdo de leptospiras no trato urinario (rim e bexiga) de caprinos reforcando a
importancia da transmissao por contato direto com urina de animal contaminado, como
também a disseminag¢@o no rebanho por meio da contaminagao do solo e da agua (FAINE
1999, LILENBAUM, 2008). A presen¢a do agente no sitio de localizagdo representado
pela bexiga, diferentemente do usual (tecido renal), demonstra a capacidade do agente em
colonizar diferentes 6rgdos que até entdo foram poucos estudados. A PCR apesar de ser
uma técnica mais laboriosa e alto custo, nos fornece diagnostico direto, rapido e confiavel.
Recomenda-se a sua utilizagdo apds triagem com MAT tornando o diagndstico mais
preciso e o controle do rebanho mais viavel e seguro (DIRECTOR et al., 2014a; COSTA
et al., 2017). LILENBAUM et al. (2009) recomendaram o uso da soroaglutinagdo
microscopica como teste de rotina, com posterior PCR de urina para a detec¢do direta do
DNA de leptospiras, portanto esta metodologia pode ser aplicada para a identificacdo de
caprinos € ovinos portadores.

Desta forma, os dois métodos podem ser empregados no controle da leptospirose
em pequenos ruminantes, visto que a baixa reatividade identificada comparada a outras
regides pode estar relacionada a baixa susceptibilidade a infecgdo e sororreatividade em
animais nativos com alta rusticidade (SILVA et al., 2012; SANTOS et al., 2012, COSTA
et al., 2016).

A bexiga ¢ um reservatorio temporario de urina (JUC et al., 2011) sendo um
possivel e importante sitio de colonizagdo de leptospiras (SILVA et al., 2018). Trabalhos
utilizando este 6rgao para deteccao e isolamento de leptospiras sdo escassos € embora o

trato urindrio (rim, bexiga e urina) esteja automaticamente relacionado, pode demonstrar
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resultados diferentes em relagdo a presenca de DNA (NOGUEIRA et al., 2020). A
presenca de Leptospira sp. nas amostras retiradas do rim e da bexiga indica a capacidade
do animal de liberar leptospiras (SASMAL et al., 2019).

O sequenciamento de DNA diretamente dos produtos da PCR foi possivel em uma
amostra de bexiga e houve 99% de similaridade com L. interrogans (Figura 1), resultado
semelhante aos encontrados em ovinos por SILVA et al., (2018) e NOGUEIRA et al.,
(2020). A caracterizagdo molecular (PCR) vem sendo utilizada em diversos estudos com
pequenos ruminantes na Paraiba. COSTA et al., (2017) encontrou trés animais positivos
com a PCR em tecido renal; SILVA et al., (2018) obteve 44 animais positivos, sendo
54,9% no trato genital (Gtero, ovario e tuba uterina) e 4,4% no trato urindrio (tecido renal
e bexiga). NOGUEIRA et al., (2020) encontrou resultado de 69 animais positivos,
utilizando amostras de fluido vaginal, urina, bexiga, rim, utero, tuba uterina, ovario e
placenta.

No Brasil, os isolamentos bacterianos e caracterizagdo molecular a partir de
pequenos ruminantes, até o presente momento s6 demonstraram que foram isoladas
quatro cepas de Leptospira sp. sendo uma no Rio de Janeiro pertencente ao sorogrupo
Grippotyphosa (LILENBAUM et al., 2007). No Rio Grande do Sul o isolado foi
identificado através de diagnostico molecular como pertencente ao sorogrupo Noguchii e
do sorovar Autumnalis (SILVA et al., 2007). Na Paraiba, em um estudo envolvendo 80
ovinos abatidos no Matadouro Publico Municipal de Patos-PB, Isolou Leptospira sp. em
duas amostras a partir de uma placenta e de uma ampola do ducto deferente (HIGINO et
al., 2010). Outro estudo na Paraiba com 104 ovinos, conseguiu isolar Leptospira sp. em
trés amostras de fluido vaginal (NOGUEIRA et al., 2020).

As técnicas de diagnostico utilizadas ndo obtiveram concordincia estatistica,

como evidenciado em outros trabalhos (COSTA et al., 2016; SILVA et al., 2018)
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fortalecendo a necessidade de associar os dois métodos para uma detec¢ao confiavel dos
animais positivos, Posto que a MAT embora seja o teste sorologico mais utilizado para
leptospirose, ter alta especificidade em nivel de sorogrupo e recomendada pela
Organizacao Mundial de Satide Animal (OIE, 2014), pode ndo apresentar titulo detectavel
em animais que tem leptospiras presentes nos rins € em outros orgaos, isso devido a baixa
resposta imune que alguns sorovares provocam como também a adaptacao das espécies a
determinados sorovares (GAMAGE et al., 2011; OTAKA et al., 2012, DIRECTOR et al.,
2014a).

A dispersdo da leptospirose nos rebanhos pode acontecer através do transito de
animais portadores, consistindo em uma importante forma de introdu¢do do agente nos
rebanhos. Na regido semiarida ¢ comum a pratica de comercializagdo de pequenos
ruminantes em feiras de vendas de animais, com a possibilidade de introducao de animais
sem nenhum tipo de controle nas propriedades, além do uso de reprodutores
compartilhados entre as propriedades (ALVES et al, 2017). O risco de introduzir a
doenga, com animais portadores cronicos assintomdticos aumenta a importancia para o
conhecimento da condigdo soroldgica dos animais antes de serem introduzidos no
rebanho, sugerindo a existéncia de vias de transmissdo alternativas menos dependentes
de fatores ambientais, bem como a identificagdo dos sorogrupos mais frequentes sugere
a necessidade de melhoria das condi¢des sanitarias e implementacdo de medidas de
controle eficientes e direcionadas para as principais fontes de infecgao (PIMENTA et al.,

2019).

CONCLUSAO
Conclui-se que em condigdes de clima semidrido, a presenga de roedores e as

criagdes consorciadas sdo fatores de risco para manutencao e disseminagdo da Leptospira
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sp. em rebanhos caprinos. A rusticidade dos animais do clima semiarido acarreta uma
baixa sororreatividade na SAM, portanto ¢ essencial o uso da MAT e PCR associados
para o diagnostico da leptospirose. Ampliagdo de estudos que busquem o isolamento e
tipificacdo de sorogrupos circulantes em nossa regido sdo necessarios, servindo assim
como base para a construcdo e aplicagdo de estratégias de profilaxia e controle desta

doenca.
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Identificagao
Animal

PCR Orgios

Cultura

Rim

Bexiga

Bexiga
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34

Tarassovi
Autumnalis

Autumnalis

Tarassovi

Ictero*

Ictero*

Total

2

Tabela 1: Resultados obtidos de Leptospira sp. utilizando diferentes técnicas diagnosticas
(MAT, PCR e Cultura de Leptospira sp.) em cabras criadas em condi¢des de ambiente

semiarido.
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Ictero*: Icterohaemorrhagiae



PCR Crescimento Cultura

AMOSTRA Z;Eﬁlgi N° positive Frequéncia N° positive  Frequéncia
samples (%) samples (%)
Tecido Renal 34 6 17.6 2 5.8
Bexiga 34 2 5.8 | 2.9

Tabela 2: Resultados da PCR de tecidos do trato urinario e Crescimento de Leptospira sp.
em cabras criadas em condi¢des de ambiente semiarido.
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PCR Crescimento Cultura

MAT Total Total
Positivo Negativo (%) Positivo Negativo (%)
Positivo 2 4 6 3 4 7
Negativo 6 22 28 0 27 27
Total
(%) 8 26 34 3 31 34

Tabela 3: Porcentagem de animais positivos de acordo com o método
diagnostico utilizado em cabras criadas em condigdes de ambiente semiarido.
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RESUMO: 4 leptospirose é uma doenga bacteriana, zoondtica, de impacto economico
e de saude publica que pode acometer os ovinos, causando-lhes transtornos reprodutivos.
Tornando-se o isolamento de leptospiras de grande importincia do ponto de vista
epidemioldgico, por permitir a identifica¢do dos sorotipos circulantes em determinada
regido, colaborando com as agoes de controle da infec¢do. Embora alguns estudos em
ovinos tenham indicado a colonizagdo do trato urindrio por leptospiras, mais estudos
sdo necessarios para esclarecer o papel dos portadores nessa espécie. Desta forma, o
objetivo do trabalho foi avaliar os achados sorologicos, moleculares e isolamento de
leptospiras patogénicas do trato urinario (tecido renal e bexiga) de ovinos machos.
Foram utilizadas 24 ovinos adultos destinadas ao abate. Amostras renais (n = 24), bexiga
(n = 24), foram coletadas para isolamento do agente e detec¢ao molecular de DNA de
Leptospira sp. e amostras de sangue (n = 24) para teste sorologico. O teste molecular foi
realizado por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), e o teste sorologico foi
realizado pelo teste microscopico de soro aglutinacio (MAT). As amostras com
amplificagdo de DNA foram submetidas ao sequenciamento genético. No total, DNA de
leptospira foi encontrado nos tecidos de 14/24 (58,3%) ovinos machos. Em 4/24 (16,0%)
amostras do tecido renal e 10/24 (41,6%) bexiga, foi detectado o DNA da leptospira, com
diferenca significativa (p <0,001). Os genes de trés amostras de bexiga foram
sequenciados e demonstraram 99% de similaridade com Leptospira interrogans. Os
resultados reforcam a importancia do trato urindrio, especialmente a bexiga como sitio
de colonizagdo das leptospiras além do tecido renal.

Palavras-chave: Ovinos, leptospirose, isolamento, trato urinario, detec¢do molecular,

epidemiologia, semiarido.
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ABSTRACT: Leptospirosis is a bacterial, zoonotic disease with an economic impact
and public health that can affect sheep, causing reproductive disorders. Becoming the
isolation of leptospires of great importance from an epidemiological point of view, as it
allows the identification of serotypes circulating in a given region, collaborating with the
actions of infection control. Although some studies in sheep have indicated the
colonization of the urinary tract by leptospires, further studies are needed to clarify the
role of carriers in this species. The work was to evaluate serological molecular findings
and isolation of pathogenic leptospires from the urinary tract of male sheep. 24-adult
sheep used for slaughter. Renal samples (n = 24), bladder (n = 24), were collected for
isolation of the agent and molecular detection of Leptospira sp. and blood samples (n =
24) for serological testing. The molecular test was performed using the polymerase chain
reaction (PCR), and the serological test using the microscopic serum agglutination test
(MAT). Samples with DNA amplification were subject to genetic sequencing. In total,
leptospira DNA was found in the tissues of 14/24 (58.3%) male sheep. In 4/24 (16.0%)
samples of renal tissue and 10/24 (41.6%) bladder, leptospira DNA was detected, with a
significant difference (p <0.001). The genes of three bladder samples were sequenced
and demonstrated 99% similarity to Leptospira interrogans. The results reinforce the
importance of the urinary tract, especially the bladder as a site of colonization of
leptospires in addition to renal tissue.

Keywords: Sheep, leptospirosis, isolation, urinary tract, molecular detection,

epidemiology, semiarid.

INTRODUCAO
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A ovinocultura ¢ um segmento econdmico de grande valor para a pecudria
brasileira, principalmente para a regido Nordeste, estando situada em uma faixa abrangida
por mais de 30% de area semiarida (GIRARDI & ROSA, 2011), ¢ uma das principais
atividades economica, sendo bastante ligada a pequenos produtores. O Brasil tem um
efetivo de cerca de 18 milhdes de ovinos, concentrados a grande maioria na Regido
Nordeste (IBGE, 2019). As falhas de manejo, falta de programa sanitario, assisténcia
técnica e organizacdo dos produtores, fazem com que essa atividade tenha baixa
produtividade (COELHO et al., 2011; SOUSA, 2007).

Nas criagdes ovinas, devido a baixa tecnificacao aplicada a produgdo em nossa
regido, as enfermidades infecciosas ganham destaque com relagdo a queda da
produtividade (MARTINS et al., 2012), sendo a leptospirose de grande relevancia, tendo
em vista sua ampla disseminacdo e os prejuizos trazidos, como abortamentos, nascimento
de crias fracas e prematuras, além da queda na producao de leite (ELLIS, 2015), sendo o
seu principal impacto o comprometimento do desempenho reprodutivo dos rebanhos
acometidos (ALVES, 2012). Dentre os fatores responsaveis pela baixa produtividade no
rebanho ovino, uma parcela de 10% tem sido atribuida ao abortamento, cujas principais
causas sdo de origem sanitaria e nutricional (SILVA & SILVA, 1983; SANTOS et al,
2009). A mortalidade perinatal de cordeiros ¢ um dos fatores que limitam a eficiéncia
biolégica e econdmica dos sistemas de produgdo ovina (NOBREGA JUNIOR et al.,
2005), existem relatos de criadores sobre a ocorréncia de abortamento, natimortalidade e
mortalidade de cordeiros na primeira semana pds-parto.

A leptospirose € uma doenca mundialmente difundida e que pode acometer varias
espécies, inclusive o homem (ADLER & MOCTEZUMA, 2010). A doenca pode se
manifestar na forma aguda, subaguda e cronica, sendo a ultima a mais descrita, por ser

responsavel por altas perdas econdmicas (ELLIS, 2015).

49



Embora os ovinos apresentem menor sensibilidade a infec¢do, a disseminacao entre
eles ¢ um fato real e crescente, sendo agravado em propriedades que adotam atividades
consorciadas com outras espécies animais (ARAUJO NETO, 2005; RIZZO et al., 2011;
COSTA et al.; 2017), principalmente bovinos, onde os ovinos adquirem a infec¢do pela
urina e bebedouros coletivos. Podendo também ocorrer transmissdes entre ovinos, seja
por contato direto ou contato com fluidos vaginais, placenta e contatos sexuais
(FERNANDES, 2009). Além da baixa sororreatividade em ovinos mesticos (COSTA et
al., 2016), que correspondem a 90% do plantel do semidrido Nordestino, e apresentam
alta rusticidade (SILVA & ARAUIJO, 2000; CESAR et al, 2004)

A pluviosidade acima de 500mm vem sendo relacionada e bem estabelecida quanto
a frequéncia de animais sororreativos (ALVES et al., 1996; VANASCO et al., 2008), mas
estudo realizado por NOGUEIRA et al., (2020) com ovinos na regido semidrida da
Paraiba, demonstrou uma maior propor¢ao de animais positivos no periodo de escassez
chuvosa, o que ressalta a importancia de animais portadores assintomaticos no rebanho
como forma de manutengdo da doenga (COSTA et al., 2016).

A prevaléncia da Leptospira sp. em rebanhos ovinos no Brasil varia entre 0,7 a
34,6% (HIGINO & AZEVEDO et al., 2014). A prevaléncia entre os estados brasileiros
tem demonstrado grande variagdo. No Rio Grande do Sul foi encontrado uma prevaléncia
de 34,26% (SILVA et al., 2007), Rio de Janeiro 13,7% (LILENBAUM et al., 2009), no
Maranhao 31,93% (CARVALHO et al., 2012), na Paraiba 7,5% (HIGINO et al., 2010),
5,41% (ALVES et al., 2012), 11,2% (COSTA et al., 2016), 8,2% (COSTA et al., 2017),
19,3% (SILVA et al., 2018). NOGUEIRA et al., (2020) utilizou dois pontos de corte para
determinar a prevaléncia (1:100 e 1:50), com resultados de 11,5% e 25%,

respectivamente.
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O método de diagnodstico mais utilizado ¢ o teste de aglutinagdo microscopica
(MAT), que utiliza culturas vivas de Leptospira sp. como antigenos (MARTINS E
LILENBAUM, 2014). Embora amplamente utilizado e com alta especificidade, ele ¢ um
teste deficiente quando usado sozinho visto que a auséncia de niveis detectaveis de
anticorpos séricos em algumas espécies animais torna-o menos sensivel (ELLIS, 2015).

Devido as deficiéncias apresentadas na MAT, outros métodos de diagnosticos
devem ser associados, como o isolamento ¢ caracterizagdo molecular (PCR) de
leptospiras sendo de grande importancia do ponto de vista epidemiologico. O isolamento
de leptospira permite a identificagcdo dos sorovares circulantes em determinada regido, o
que tem implicagdo direta nas ag¢des de controle da infeccdo (FREITAS et al., 2004;
HIGINO et al., 2010). O PCR embora seja laborioso e de custo mais elevado, permite
diagnostico direto do DNA letospirico, nos dando um resultado mais confidvel e preciso,
indicado como método de elei¢ao apods triagem com a MAT (LILENBAUM et al 2009;
DIRECTOR et al., 2014b). Pesquisas realizados por COSTA et al., 2017; SILVA et al.,
(2018) e NOGUEIRA et al., (2020) utilizando a MAT e PCR demonstram a importancia
de associar as duas técnicas e de como a PCR ¢ uma técnica sensivel mesmo em animais
negativos.

Tendo em vista a relevancia dessa enfermidade nos rebanhos de pequenos
ruminantes, responsavel por enormes perdas econdmicas, devido suas caracteristicas
produtivas e reprodutivas, por ser também uma importante zoonose com interesse para
saude publica (ELLIS, 2015), foi estruturado o trabalho de pesquisa que teve como
objetivo avaliar os achados sorologicos, moleculares e isolamento de leptospiras

patogénicas do trato urinario (tecido renal e bexiga) de ovinos machos.

MATERIAL E METODOS
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Area de estudo e coleta de materiais biolégicos

O estudo foi realizado no matadouro municipal de Patos, mesorregido do Sertdo
do estado da Paraiba, localizada na regido semiarida do Nordeste do Brasil (latitude: 07 °
01 "28 " S; longitude: 37 © 16 ' 48 " W), pertencente ao bioma caatinga, estando 245m
acima do nivel do mar, apresentando temperatura média anual de 25,5°C e 728mm de
pluviosidade. A cidade de Patos tem 472,892 Km? de 4rea territorial e efetivo de 3.098
cabecas de caprinos. Foram utilizados 24 ovinos adultos, machos, destinadas ao abate.
Amostras de sangue foram obtidas da veia jugular externa, imediatamente antes do abate,
utilizando tubos de vacuo estéreis de 9 mL identificados adequadamente. Ap6s o soro
coletado, foi armazenado em microtubos a - 20 ° C até a realizagdo do teste soroldgico.
Amostras de tecido renal (n = 24), bexiga (n = 24), foram coletadas. Fragmentos de um
grama foram usados para o processamento bacterioldgico, e fragmentos de 5 g foram

usados para o teste molecular. As amostras foram congeladas a -20 até serem processadas.

Diagnostico Sorologico

A presenca de anti-Leptospira sp. As aglutininas foram determinadas por MAT
(OIE, 2014), utilizando como antigenos uma cole¢@o de 24 sorovares pertencentes a 17
sorogrupos patogénicos diferentes de cinco espécies, originarios do Instituto Pasteur, na
Franca, e fornecidos pelo Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da Universidade
Federal Fluminense, Niteroi, Rio de Janeiro, Brasil: L. interrogans serovars Copenhagent,
Canicola, Autumnalis, Wolffi, Hardjoprajitno, Icterohaemorrhagiae, Pomona,
Kennewicki, Hebdomadis, Pyrogenes, Bratislava e Australis; Seorovares de L. santarosai
Guaricura, Shermani e Canalzoni; Sorovares de L. borgpetersenii Javanica, Tarassovi,

Ballum, Mini e Castellonis; Sorovares de L. kirschneri Grippotyphosa e Cynopteri;
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Serovares de L. noguchi Panamé e Lousiana. Foi utilizado ponto de corte de 1:100,

considerado positivo ao apresentarem aglutinagao igual ou superior a 50%.

Isolamento bacteriano

As amostras de tecido renal e bexiga, foram maceradas usando pistilos estéreis
para formar uma suspensdo de 10% (peso / volume) em solucdo salina tamponada
Sorensen estéril. A partir desta suspensdo, inoculou-se 0,5 mL em 5 mL de EMJH semi-
solido (Disco, BD, Franklin Lakes, NJ, EUA), suplementado com antibidtico anfotericina
B (0,05 mg / mL), 5-fluorouracil (1 mg/mL ), fosfomicina (4 mg/ mL), trimetoprim (0,2
mg / mL) e sulfametoxazol (0,4 mg / mL) (CHAKRABORTY et al. 2011). Os tubos
inoculados foram entdo armazenados a 28 °© C numa camara de incubagdo BOD. Apds
um periodo de 24 horas no meio enriquecido com antibiotico, as culturas foram diluidas
em série (101, 10%, 10%) em meio semi-solido de Fletcher (Difco, BD, Franklin Lakes, NJ,
EUA). com 5- fluorouracilo (1 mg/ mL) e incubou-se a 28. As culturas foram examinadas

semanalmente para observar crescimento bacteriano durante 12 semanas.

Detecgdao molecular de Leptospira sp.

A extracdo de DNA de tecidos e culturas foi realizada com o kit de sangue e
tecidos Dneasy (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as recomendagdes do fabricante.
Os iniciadores LipL.32-45F (5'-AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG-3 ") e Lip L32-286R
(5'-GAA CTC CCA CCT TTC CAG CGA TT-3'") foram utilizados para amplificar o gene
LipL32, projetado por STODDARD et al. (2009), que tem como alvo o gene LipL.32,
especifico para leptospiras patogénicas. As reagdes de sequenciamento foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita por HAMOND et al. (2014), utilizando os

iniciadores LipL32-45F e LipL32-286R (STODDARD et al., 2009) com o kit de
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sequenciamento Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Para eletroforese capilar, foram utilizados um analisador génico de 3130xL e o polimero
POP-7 (PLATT etal.,2007). A sequéncia foi alinhada com as cepas de Leptospira obtidas
do GenBank (Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia, Bethesda, MD,
EUA) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta BLAST (http: // www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Uma arvore filogenética foi gerada usando o software
Seaview4 (GOUY et al., 2010) e construida usando o método Bio Neighbour-joining e o
modelo de inicializa¢do Jukes e Cantor com 1.000 repeti¢des. Isso foi visualizado através
do FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/). A reconstrucdo filogénica incluiu sequéncias

de leptospiras para comparagao.

Analise estatistica

Foi realizado o teste exato de Fischer para comparar as propor¢des de amostras
positivas de tecido renal e bexiga, tanto no PCR quanto para o crescimento bacteriano.
As analises foram feitas usando BioEstat 5.03 (AYRES et al. 2007), considerando um

nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Nenhuma amostra testada apresentou anticorpos anti-Leptospira pela MAT
(Tabela 1).

Neste estudo, o PCR detectou leptospiral DNA no tecido renal e bexiga em 14 de
24 (58,33%) carneiros. Destes, quatro tiveram amostras positivas apenas para o tecido

renal e dez para a bexiga (Tabela 1). No geral, 16,66% de tecido renal (4/24) e 41,66%
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amostras de bexiga (10/24) foram positivas no PCR (Tabela 2). Estatisticamente, ndo
houve diferenga significante entre as duas amostras (p = 0.056).

O sequenciamento foi realizado em trés produtos do PCR da bexiga, mostrando
99% de similaridade com Leptospira interrogans. (Figura 1).

As culturas mantidas no periodo de 12 meses apresentaram crescimento em 12.5%
(3/24) dos animais. Apenas uma amostra foi exclusiva para o tecido renal, com a mesma
quantidade sendo observada para a bexiga (Tabela 1). A Tabela 2 mostra que tanto o
tecido renal quanto a bexiga apresentaram duas amostras com crescimento bacteriano,

cuja frequéncia foi de 8.3%. Nao houve diferenca estatistica significativa (p = 0.695).

DISCUSSAO

Os baixos indices pluviométricos durante o periodo de coletas do projeto podem
ter contribuido para os resultados encontrados na SAM para titulagdo 100, sabendo-se
que nessa época sdo escassas as condigdes ambientais favoraveis para a disseminagdo da
infec¢do (FAINE et al., 1999). A leptospirose ¢ uma doenca mundialmente distribuida e
sua incidéncia tem forte associagdo com periodos de alta pluviosidade (ALVES et al.
1996, VANASCO et al., 2008), contudo, resultados apresentados por NOGUEIRA et al.,
(2020) observou um aumento de animais positivos no periodo de escassez chuvosa
comparado ao periodo de maior indice pluviométrico. Outro fator a ser ponderado ¢ a
rusticidade dos animais nativos que apresentam baixa sororreatividade e correspondem a
90% do plantel ovino do semidrido Nordestino, (CESAR et al., 2004; COSTA etal., 2016)
enfatizando a necessidade de aplicar um ponto de corte menor na rotina soroldgica na
regido semidrida do Nordeste Brasileiro, pois o titulo apresentado por determinadas

espécies ¢ um fato correlacionado com o nivel de exposicao ao longo da sua evolugdo
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(ADLER, 2015), admitindo-se a hipdtese de se considerar interpretagdes distintas de
acordo com o grau de adaptacdo da espécie e da realidade epidemiologica da regido
estudada (PICARDEAU, 2013).

A SAM ¢ um método de diagndstico muito utilizado, tem alta especificidade em
nivel de sorogrupo, recomendada pela Organizacdo Mundial de Satde Animal (OIE,
2014), mas dependendo do 6rgdo que as bactérias estdo colonizando, a resposta imune do
organismo, a adaptabilidade de algumas espécies a determinados sorovares, nao ha titulo
de anticorpos detectaveis, levando a um resultado falso negativo (GAMAGE et al., 2011;
OTAKA et al., 2012, DIRECTOR et al., 2014b).

O PCR embora seja uma técnica mais laboriosa e onerosa, ¢ uma forma de
diagnostico rapido e confiavel, se tornando uma opg¢do para uso apds a triagem com a
MAT, reduzindo os custos e aumentando a eficiéncia na detec¢do dos animais positivos
(DIRECTOR et al., 2014b; COSTA et al., 2017). Os resultados demonstram que se
utilizado apenas a MAT para detectar a presenga de animais soro reagentes, a
possibilidade de um resultado falso negativo nao poderia ser descartada, considerando
que para o titulo 100 os animais testados resultaram negativos, enquanto a PCR dos
orgios revelaram a presenca de DNA leptospiral em 14 amostras do trato urindrio.
Portanto fica evidente a necessidade de associar os dois métodos de diagnéstico para
identificar com maior precisao os animais positivos.

COSTA etal., (2017) trabalhando com 49 ovelhas, com um total de 98 amostras
de trato urinario (Rim e Urina); SILVA et al., (2018) trabalhando com 57 ovelhas, com
um total de 114 amostras de trato urinario (Rim e Bexiga) e NOGUEIRA et al., (2020)
trabalhando com 104 ovelhas, com um total de 312 amostras de trato urinario (Urina, Rim
e Bexiga) encontraram uma prevaléncia com a PCR de 3,06%, 4,4% e

51,5%,respectivamente, no trato urindrio de ovinos na Paraiba. Deste modo os resultados
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encontrados nesse estudo (Tabela 2) foram superiores. O tecido renal e a bexiga, podem
albergar leptospiras, pelo fato de pertencerem ao trato urinario, no qual existe pouca
especializacdo regional do sistema imune adaptativo por possuir poucos tecidos linfoides
associados @ mucosa (ABBAS & LICHTMAN & PILLAI 2012), e/ou por estarem em
contato direto com a urina, no caso do tecido renal e da bexiga, onde ja foi constatada
presenca de DNA leptospirico através da PCR em trabalhos realizados com ovinos
(COSTA etal., 2017; SILVA et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2020).

O sequenciamento do DNA leptospiral de trés amostras de bexiga identificou L.
Interrogans, revela um achado importante visto que varios sorogrupos dessa espécie sao
comumente encontrados, além de causarem quadros agudos da doenga em ovinos, que
resultam em grandes perdas econdmicas (ADLER & MOCTEZUMA, 2010; MARTINS
& LILENBAUM, 2014).

O isolamento de leptospiras observado, indica que ovinos podem ser fontes de
infecgdo do agente, segundo HIGINO et al. (2010), o animal pode estar infectado, porém
ndo apresenta titulo de anticorpos suficiente para caracterizar uma reagdo de
soroaglutinacdo positiva, o que foi verificado, com a auséncia de animais sororetatores.
Segundo DIRECTOR (2014a), hd poucas pesquisas que relatam o isolamento de
Leptospira em ovinos infectados naturalmente. No Brasil, sdo poucos os relatos de
isolamento de leptospiras e seu papel na etiologia da leptospirose, o que reforga a
necessidade da condugdo de estudos visando o isolamento do agente na regido ¢ a

investigacao de sua patogenicidade.

CONCLUSAO
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Conclui-se que as Leptospiras estdo presentes nos rebanhos ovinos do semiarido
Nordestino Brasileiro e esses podem apresentar sororreatividade baixa devido condigdes
climaticas e rusticidade dos animais dessa regido, portanto recomenda-se o uso da MAT
e PCR associados para o diagnostico da leptospirose. E necessario a ampliagdo de estudos
que busquem o isolamento e tipificacdo de sorogrupos circulantes nessa regido, servindo
de base para a construcdo e aplicagao de estratégias de profilaxia e controle desta doenca.
De acordo com os resultados obtidos sugere-se a aplicacdo do ponto de corte 50 para

animais mantidos no clima semiarido.
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Figure 1. A arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining e modelo
Jukes-Cantor, bootstrap com 1000 repeticoes. A Amostras sequenciadas
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Tabela 1: Resultados obtidos de Leptospira sp. utilizando diferentes técnicas diagnosticas
(MAT, PCR e Cultura de Leptospira sp.) em ovinos criados em condi¢des de ambiente
semidrido.
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5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdao, porém
com Introducdo; Metodologia; Resultados e Discussdo e Conclusdo; podendo conter
tabelas ou figuras); Referéncias e Declaragdo de conflito de interesses.
Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribuicao dos autores; Fontes de Aquisi¢do e
Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovacio de um comité de ética institucional ja na
submissio. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo

Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

COVER LETTER:

6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as
seguintes informacdes em inglés, exceto para artigos submetidos em

portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em
inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

¢) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informacdes acesse o seguinte tutorial.

7. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf

no endereco eletronico da revista www.scielo.br/cr.

TITULOS:

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve
ser maiuscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos
no titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses

devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢oes quando necessarios.
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9. As citagdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maitisculas seguidas do
ano de publicagdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os
reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma
formacgao congénita (MOULTON, 1978).

10. Nesse link ¢  disponibilizado o arquivo de estilopara uso com o
software EndNote (0 EndNote ¢ um software de gerenciamento de referéncias, usado
para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos). Também ¢ disponibilizado

nesse link o arquivo de estilo para uso com o software Mendeley.

REFERENCIAS:

11. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme

normas proprias da revista.

11.1. Citagdo de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders,
1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazonia a
bovinos e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH,
D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques.
3.ed. New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas

em animais de grande porte. Sao Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo:
O autor deverd acrescentar a url para o artigo referenciado e o numero de identificagao

DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:
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MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera:

Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus

granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera:
Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37,
p-153-164, 2001. Available from: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-
3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus

oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus surinamensis (L.) to
different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural ,
Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi:
10.1590/S0103-84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv.
'Sertanejo'. Ciéncia Rural, Santa Maria , v. 47, n. 3, €20150705, 2017 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-
2016. doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliagao de cultivares do ensaio nacional
de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1.,
1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pro-reitoria de Pds-graduacdo e Pesquisa,

1992. V.1. 420p. p.236. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

11.6. Tese, dissertagao:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f.
Monografia/Dissertacdo/Tese (Especializagdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) -
Curso de Pés-graduagao em Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria. (OBS.:

tentar evitar esse tipo de citagdo).
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11.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Produ¢cdo Animal,
1942. 20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

11.8. Informagao verbal:

Identificada no proprio texto logo apos a informacao, através da expressao entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao
final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor
(incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentagdo na qual foi emitida a

informacao.

11.9. Documentos eletronicos:
MATERA, J.M. Afeccdes cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirtrgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia,

FMVZ-USP, 1997. 1 CD. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagdo).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL
ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech

Republic. Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Online. Available from:
<http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1>.
Accessed: Mar. 18, 2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Online. Available from: <http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar.

18, 2001(OBS.: tentar evitar esse tipo de citagdo).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland),

v.34,n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000.
Online. Available from: <http://www. Medscape.com/server-

java/MedlineSearchForm>. Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de
recuperagdo de ulcera de cornea nao infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,

Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE,
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1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar esse tipo de

citagdo).
DESENHOS, GRAFICOS E FOTOGRAFIAS:

12. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o numero de
ordem em algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominagdo quadro. As figuras
devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos, as figuras e
osgraficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre
em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extensao .tiff. As tabelas devem conter
a palavra tabela, seguida do numero de ordem em algarismo arabico e ndo devem exceder
uma lauda.

13. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s)
autor(es).

14. Sera obrigatorio o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo
ndo tramitard enquanto o referido item ndo for atendido. Excepcionalmente, mediante
consulta prévia para a Comissdo Editorial outro expediente podera ser utilizado.

15. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).

16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

17. Os artigos nao aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento
de uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de davida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a
Comissdo Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar ataxa de tramitacdo. Artigos

reencaminhados (com decisdo de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de
tramitacdo novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo ndo terdo a taxa de
tramitagdo reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificagdo de plagio

usando o programa “Cross Check”.
CONTRIBUICAO DOS AUTORES:
21. Contribuicao dos autores

Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores listados
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deveriam ter contribuigdes intelectuais substanciais tanto para a pesquisa quanto para sua
preparagdo. Por favor, use um dos exemplos abaixo ou faca o seu.

Exemplo um
RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA realizaram os
experimentos, BB realizou as analises laboratoriais. BB supervisionou e coordenou os
experimentos com animais e forneceu dados clinicos. BB realizou analises estatisticas de
dados experimentais. WC, MB e NO prepararam o rascunho do manuscrito. Todos os
autores revisaram criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo dois
Todos os autores contribuiram igualmente para a concepgao e redagao do manuscrito.
Todos os autores revisaram criticamente o manuscrito € aprovaram a versao final.
Exemplo trés
Os autores contribuiram igualmente para o manuscrito

ORCID:

22. O ORCID (Open Research and Contributors Identification) permite a criagdo de
identificadores digitais unicos (ORCID ID) para pesquisadores, facilitando a
identificacdo nacional e internacional do pesquisador e sua producdo.
Dessa forma recomendamos que todos os autores de cada submissdo adotem o

registro ORCiD em suas publicagdes.
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CONCLUSAO GERAL

Os achados nesta pesquisa comprovam a importancia do trato urinario como sitio
de colonizagdo das leptospiras nas espécies caprinas e ovinas, dando énfase a bexiga, que
¢ pouco evidenciada em estudos anteriores, demonstrando o risco da transmissao urinaria
nos rebanhos de pequenos ruminantes. Também foi exposto a alta prevaléncia nesses
rebanhos com o método PCR, salientando a importincia de utilizar a MAT e PCR
associadas para resultados fidedignos, ajudando nas medidas de controle e profilaxia da
leptospirose em rebanhos de caprinos e ovinos do semidrido brasileiro, aos quais os

animais apresentam elevada rusticidade.
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