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RESUMO

FARIA, PEDRO JORGE ALVARES. Frequéncia de anticorpos e tentativa de
isolamento de Leptospira spp. a partir do trato geniturinario de cabras (Capra hircus)
abatidas no Matadouro Pablico Municipal de Patos — PB, Patos, UFCG. 2017 40p.
(Monografia — Curso de Medicina Veterindria, Medicina Veterindria Preventiva e Saude
Animal).

A leptospirose se trata de uma zoonose amplamente difundida no mundo, sendo um problema
de saide animal e publica. Nos animais tem como maiores impactos as causas relacionadas com
o desempenho reprodutivo dos rebanhos acometidos. Com o presente estudo objetivou-se
determinar a frequéncia de anticorpos e isolar Leptospira spp. a partir de amostras do trato
geniturindrio de cabras abatidas no Matadouro Publico Municipal de Patos — PB. Foram
amostradas 53 cabras, das quais foram coletados sangue, rim, bexiga, urina e fluido vaginal.
Para detec¢@o de anticorpos a prova de Soroaglutinacao Microscopica (SAM) foi utilizada. A
tentativa de isolamento foi realizada a partir de urina e tecidos do trato geniturinrio, utilizando-
se meios de cultivo proprios. Foi encontrada uma frequéncia de anticorpos de 13,61% (7/53).
Os anticorpos encontrados foram para os sorogrupos Icterohaemorrhagiae (42,85%),
Autumnalis (28,57%) e Tarassovi (28,57%), com titulos de 100 (71,43% - 5/7) ou 200 (28,57%
- 2/7). Obtiveram-se 6 culturas com presenca de microrganismos com morfologias semelhantes
a Leptospira spp. Diante do exposto, € possivel que a baixa frequéncia e os baixos titulos
encontrados se devam as condi¢des adversas oferecidas ao agente pelo ambiente, bem como a
propria resisténcia dos caprinos a infec¢do, fazendo com que haja uma menor resposta humoral
nesses animais. Portanto, em condi¢des de clima semidrido, um ponto de corte mais baixo na
prova soroldgica deve ser considerado para espécie em questao. Estudos pontuais que busquem
o isolamento e tipificacdo de cepas circulantes em nossa regido sao necessdrios para a
construgdo e aplicacao de estratégias de profilaxia e controle desta doenca.

Palavras-chave: Leptospirose, caprinos, sorologia, isolamento.



ABSTRACT

FARIA, PEDRO JORGE ALVARES. Frequency of antibodies and attempt to isolate
Leptospira spp. From the genitourinary tract of goats (Capra hircus) slaughtered in the
Public Slaughterhouse of Patos - PB. Patos, UFCG. 2017 40p. (Monograph- Veterinary
Medicine, Preventive Veterinary Medicine and Animal Health).

Leptospirosis is a widespread zoonosis in the world, being an animal and public health problem.
In animals, the causes related to the reproductive performance of the affected herds have the
greatest impact. The present study aimed to determine the frequency of antibodies and to isolate
Leptospira spp from samples of the genitourinary tract of slaughtered goats in the Public
Slaughterhouse of Patos - PB. 53 goats were sampled, from which blood, kidney, bladder, urine
and vaginal fluid were collected. For the detection of antibodies the Microscopic
Soroagglutination (SAM) test was used. The attempt of isolation was made from urine and
tissues of the genitourinary tract, using own culture media. An antibody frequency of 13.61%
(7/53) was found. Antibodies were found for the serogroups Icterohaemorrhagiae (42.85%),
Autumnalis (28.57%) and Tarassovi (28.57%), with titers of 100 (71.43% - 5/7) or 200 (28,
57% - 2/7). Six cultures were obtained with microorganisms with similar morphologies to
Leptospira spp. In view of the above, it is possible that the low frequency and the low titres
found are due to the adverse conditions offered to the agent by the environment, as well as the
resistance of the goats to the infection, resulting in a lower humoral response in these animals.
Therefore, in semi-arid climate conditions, a lower cut-off point in the serological test should
be considered for the species in question. One-off studies that seek the isolation and typing of
circulating strains in our region are necessary for the construction and application of
prophylaxis and control strategies for this disease.

Keywords: Leptospirosis, goats, serology, isolation.
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1 INTRODUCAO

A caprinovinocultura é uma atividade econdmica de grande valor para a pecudria
brasileira e principalmente para a regido Nordeste, sendo fundamental para a fixacdo do homem
ao campo, a criagdo de caprinos tem importante fun¢do na geragcdo de renda e subsisténcia dos
pequenos agricultores familiares, consistindo em uma valiosa fun¢do socioecondmica. O Brasil
¢ contemplado com uma grande extensao territorial, possuindo vdrias condi¢des favordveis para
acriacdo desses animais. O seu rebanho estd entre os dez maiores do mundo, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014) a quantidade € de aproximadamente
8.851.879 de caprinos e 17.614.454 de ovinos, a maioria deste efetivo se encontra no Nordeste,
representando 91,6% e 57,5% do rebanho caprino e ovino nacional, respectivamente.

Nos ultimos anos a caprinovinocultura vem despertando o interesse dos governantes,
técnicos e produtores, deixando de ser vista como uma pratica de subsisténcia e passando a ser
visto o seu potencial socioecondmico, ganhando espaco no contexto cientifico voltado para
saude e producdo animal, impulsionando a pratica da atividade. Entretanto, esse interesse ainda
parece ser insuficiente, visto que os indices produtivos ainda sio considerados baixos quando
comparados com os de outras regioes.

O manejo dos rebanhos € praticado muitas vezes de forma rudimentar, extremamente
dependente das condi¢bes ambientais, com reduzida participagdo de assisténcia técnica,
deficiente gestdo produtiva, mas sobretudo, carece de controle sanitdrio efetivo. Apesar disto,
o mercado consumidor passa a exigir uma maior preocupacdo sanitdria através de condutas de
biosseguranga com exames diagndsticos rapidos e confidveis.

No que se refere aos baixos indices produtivos, esses se devem a vdrios fatores, dentre
eles a reduzida tecnificacdo empregada nos rebanhos, e a constante presenca de enfermidades
infecciosas, como por exemplo: brucelose, mastite subclinica, tuberculose, verminoses,
toxoplasmose, linfadenite caseosa, leptospirose, dentre outras. Dessa forma, essas defici€éncias
sanitdrias envolvidas no processo produtivo da caprinocultura brasileira necessitam de
resolucgdo.

No contexto da doengas infectocontagiosas, destaca-se a leptospirose por ser um
crescente problema de satide publica e veterindria, bastante disseminado e de curso agudo nos
humanos; nos animais € responsdvel por abortamentos, nascimento de crias fracas e prematuras,
reducdo na producio de leite e carne, sendo essas as principais causas de reducao dos indices

produtivos desses rebanhos.
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Sendo responsabilidade das entidades de pesquisa e de extensdo o desenvolvimento de
subsidios (meios de diagndstico, levantamento de dados, assisténcia técnica eficiente,
instrucdes eficientes de profilaxia e controle das doengas) que auxiliem os produtores a atender
as exigéncias deste, cada vez mais exigente, mercado consumidor.

O Matadouro Publico Municipal de Patos/PB, por ser um excelente ambiente para
vigilancia das doencas infectocontagiosas, objetivou-se determinar a frequéncia de anticorpos
e isolar Leptospira spp. a partir de amostras do trato geniturindrio de cabras abatidas no

Matadouro Publico Municipal de Patos — PB.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Agente Etiologico

As bactérias causadoras da leptospirose estdo classificadas na ordem Spirochaetales,
familia Leptospiraceae e género Leptospira. Até o ano de 1988, esse género era dividido em
duas espécies: uma composta pelas cepas saprdfitas que sdo encontradas no ambiente
(Leptospira biflexa) e a outra por estirpes patogénicas (Leptospira interrogans) (LEVETT,
2001), tendo como critério caracteristicas relativas ao crescimento em diferentes condi¢des de
cultivo, posteriormente, esta classificacao foi modificada. Este género é composto por bactérias
gram-negativas, em forma helicoidal com extremidades em forma de gancho, medindo
aproximadamente 0,1 um de didmetro x 6 a 20 pm de comprimento (LEFEBVRE, 2003). Apesar
destas serem gram-negativas nao se coram o suficiente, com exce¢do do corante a base de prata,
tendo que utilizar outras formas de visualizagdo como campo escuro ou microscopio de
contraste de fase (LEVETT, 2001; QUINN et al., 2005).

Baseado nas diferentes combinagdes de antigenos presentes no envelope externo das
leptospiras constituidos por lipopolissacarideos, sua identificagdo passou a ser possivel pelas
caracteristicas de viruléncia e soroldgicas, possibilitando a classificacio em sorogrupos e
sorovares. Presumindo-se a existéncia de aproximadamente 300 sorovares de leptospiras
inseridas em 25 sorogrupos (AHMED et al., 2006).

Com a andlise da homologia do DNA e a criacdo de técnicas moleculares, ocorreu a
reclassificacdo das leptospiras em 19 genomespécies, ndo condizendo mais as espécies
anteriores, ja que dentro de uma mesma espécie € possivel que exista sorovares patogénicos e
nao patogénicos (SOTO et al., 2007). Apos esta mudanca, passou-se a classificar 13 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 e
L. wolffi, 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; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras ndo conseguem se multiplicar em ambiente externo, porém conseguem
sobreviver em ambientes aquéticos, solos imidos, com baixa incidéncia solar, pH levemente
alcalino e baixa salinidade, se mantendo vidveis por até 6 meses. Essas bactérias sao sensiveis
a desinfetantes quimicos, excesso de raios UV, a temperatura, ndo sobrevivendo a temperaturas
menores que 10 °C e maiores que 36 °C; ao pH acido, sendo inibidas quando este estiver abaixo

de 6,0 ou acima de 8,0 (LANGONI, 1999; GOMES, 2013).
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2.2 Aspectos Epidemiologicos

A leptospirose € a zoonose de difusdo mais ampla em todo o globo, estando presente em
todos os continentes, com a exce¢ao da Antdrtida. J4 foram encontradas evidéncias de
portadores de Leptospira spp. em praticamente todas as espécies mamiferas examinadas, sendo
os roedores os principais reservatdorios para estes agentes infecciosos que estdo em evolucao
juntamente com os hospedeiros, adaptando-se completamente a algumas espécies da fauna
silvestre que ndo sofrem com a enfermidade e nao morrem pela infeccdo, por essa questao
constituem fontes de infec¢do e importantes hdspedes para a manutencdo deste patégeno
virulento, praticamente por toda vida (PETRAKOVSKY; CARPINETTI; ANTONUCI, 2015).

Virios fatores colaboram para o aparecimento da leptospirose, como por exemplo a
topografia da regido, temperatura, umidade, precipitacOes pluviométricas, a presenca de
espécies selvagens que servem de reservatdrios, a exemplo de preds, raposas, gambds, dentre
outros, e reservatorios domésticos, existindo transmissao entre diferentes espécies (ALVES,
2000).

Essa zoonose € vista como uma doenga ocupacional importante, que afeta especialmente
os agricultores, trabalhadores de matadouros, comerciantes de animais de estimagdo,
veterindrios, coletores de lixo e trabalhadores de esgoto (HARTSKEERL; COLLARES-
PEREIRA; ELLIS, 2011).

Os transmissores podem ser animais selvagens ou domésticos, especialmente roedores
e marsupiais pequenos, bovinos, suinos e cdes, existindo relatos que sugerem que animais
domésticos que dividem o mesmo ambiente com roedores silvestres, estio mais expostos aos
agentes patoldgicos, em decorréncia da contaminagdo ambiental provocada por esses
portadores assintomdticos. As leptospiras patogénicas habitam os tiibulos proximais renais, mas
também outros tecidos e 6rgiaos que podem também servir como uma via de disseminagdo do
agente. A partir dos rins, as leptospiras sdo excretadas junto com a urina e podem entdo
contaminar o solo, a dgua, corregos e rios de superficie, ocorrendo infec¢des de animais ou
seres humanos a partir do contato direto com esses contaminantes. Os seres humanos quase
nunca se tornam portadores cronicos, mas sofrem infec¢des agudas, as vezes com sequelas em

longo prazo (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; FERNANDES et al., 2013).
2.3 Patogenia

O agente penetra geralmente pela pele lesada, por pequenos cortes ou abrasdes, através
de membranas ou mucosas, como a conjuntiva ou da pele imida e até mesmo da pele integra.

Apoés a entrada no organismo, disseminam-se por via hematdgena e tem inicio a fase de
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leptospiremia, levando a um nivel critico de bactérias, através da multiplicacdo no sangue e em
diversos 6rgdos, como figado e baco, com duracdo de quatro a cinco dias, dificilmente indo
além do sétimo dia. Pode ocorrer reagdo imunitéria do hospedeiro, que antagoniza a Leptospira
spp. e faz com que o agente encontre abrigo em algumas dreas do organismo onde a imunidade
humoral € inexiste, ou é presente em baixos niveis. A camara anterior do globo ocular, a luz
dos tubulos renais, o sistema nervoso central e o aparelho reprodutor, sdo os principais locais
de refiigio. O acometimento renal caracteriza a fase de leptospirtria, que se inicia entre o sétimo
e o décimo dia da evolugdo da doenca. Neste momento, ocorre a formagao de imunocomplexos
e reacdo inflamatéria, levando varios 6rgdos a uma vasculite generalizada, principalmente o
figado, rins, coracdo, pulmdes e 6rgao reprodutivos (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010; HIGINO; AZEVEDO, 2014).

2.4 Sinais Clinicos

As caracteristicas clinicas da leptospirose na espécie humana s3o varidveis e nao
especificas, desde uma gripe leve, até uma sepse grave com posterior choque séptico. Os sinais
e sintomas da leptospirose podem se assemelhar aos de outras enfermidades dos trépicos,
incluindo dengue, tifo e maldria, resultando em um diagndstico clinico impreciso. A
confirmacao diagndstica € muitas vezes diferente em grande parte do mundo, levando a uma
ma compreensio epidemioldgica da doenga (DESAKORN et al., 2012).

De acordo com Lilenbaum et al. (2007a), a Leptospirose em caprinos pode se apresentar
mais raramente na forma aguda, com um aumento da temperatura corporal, anorexia, depressao,
ictericia, anemia ou sindromes hemorrdgicas. Sendo a forma cronica mais frequente e a que
causa maiores perdas econdOmicas, ficam com a fertilidade prejudicada, ocorrem mortes

neonatais, abortos e diminui¢io na producao de leite.
2.5 Patologia

A leptospirose tem como caracteristica o desenvolvimento de vasculite e acomete
principalmente os rins, figado, coracio e pulmdes (LEVETT, 2001). A lesdes encontradas nos
rins sdo determinadas por necrose tubular e nefrite intersticial (GOMPF et al., 2016), esta sendo
caracterizada por células mononucleares e poucos neutréfilos (TOCHETTO et al., 2012); no
figado € encontrado necrose centrolobular e hiperplasia das células de Kuppfer (GOMPF et al.,
2016), por consequéncia, o desenvolvimento de ictericia; miocardite intersticial com infiltrado
linfocitico no coragdo e nos pulmdes, hd existéncia de hemorragia e congestao (LEVETT,

2001).
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2.6 Diagnostico

2.6.1 Clinico

O diagnéstico da leptospirose € dificil tanto de forma clinica como laboratorial, em
decorréncia da nao especificidade da sintomatologia apresentada, sendo muitas vezes apenas
presuntivo. Sua confirmagdo sé é possivel através da realizacdo de diferentes métodos
laboratoriais, com isso a doenga frequentemente ndo € reconhecida e por conseguinte muitas
vezes negligenciada (FAINE et al., 2000; LEVETT, 2001; HARTSKEERL; COLLARES-
PEREIRA; ELLIS, 2011; HIGINO; AZEVEDO, 2014).

Pelo fato da doenca apresentar comportamento bifasico, € importante considerar que na
fase inicial, a septicémica, os agentes podem ser encontrados no sangue, liquor e em quase
todos os tecidos. Na segunda fase, ou cronica, devido ao aparecimento dos anticorpos séricos,
as leptospiras ficardo restrita aos locais de baixa atividade imunoldgica, e passardo a ser
eliminadas na urina, no sémen e nas secre¢des vaginais (FAINE et al., 2000; LEVETT, 2001).
Sendo de extrema importancia a aten¢do com a fase que se encontra o animal quando se vai

solicitar e interpretar os exames laboratoriais (HIGINO; AZEVEDO, 2014).

2.6.2 Diagndstico Soroldgico

A Organizagdo Mundial de Satde Animal (OIE) considera o teste de Soroaglutinacio
Microscépica (SAM) como padrdo-ouro para o diagnostico sorolégico da leptospirose
(LEVETT, 2001; OIE, 2012).

Os anticorpos produzidos contra um sorovar nao sao especificos, entretanto, a presenca
de reacao cruzada é possivel, surgindo coaglutinagdes com reagdes sinérgicas para dois ou mais
sorovares, o que atrapalha a identificacdo do sorovar causador da infeccdo (HAGIWARA,
2003). No conjunto de antigenos usados no teste SAM, € aconselhado que esteja incluso pelo
menos um representante de cada sorogrupo, com a intencao da infec¢cao nio passar despercebida
(HIGINO; AZEVEDO, 2014).

Virios testes diagnosticos soroldgicos rapidos foram desenvolvidos como alternativas,
dos quais um comercial, o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) é promissor,
podendo ser realizado em varios laboratérios ao longo dos trépicos, e tem um menor custo
quando comparado a SAM (DESAKORN et al., 2012).

Foi usado experimentalmente por Hartman et al., (1984) um teste para cdes que

detectava os anticorpos IgG e IgM. A IgM (resposta inespecifica) se eleva apds uma semana da
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infeccdo, e o titulo maior acontece dentro de 14 dias, com posterior diminuicdo, e a IgG
(resposta especifica) se eleva gradativamente até atingir o titulo mdximo em dois ou trés meses.
Sugeriu-se que o teste era adequado para fins de sorodiagndstico, em particular para o
diagnéstico de uma infecg@o recente em um individuo.

O teste ELISA (IgM) tem sido recomendado pela Organizacdo Mundial de Satde
(OMS) como um teste de diagnéstico soroldgico da leptospirose na espécie humana, onde
recursos sao limitados, embora a precisao relatada é varidvel (DESAKORN et al., 2012).

Um Imunoensaio com Microesferas (MIA) foi testado para o diagndstico da leptospirose
na Austrdlia, através dele € possivel diferenciar as classes IgM e IgG envolvidas nas respostas
imunoldgica. Os testes ja envolveram as espécie humana, bovina e o Diabo da Tasmania
(Sarcophilus harrisii). No teste com humanos o0 MIA se mostrou mais sensivel do que a SAM
e em infeccdes verdadeiras foi capaz de detectar niveis baixos de anticorpos nos estagios
posteriores a fase aguda, além de detectar niveis mais altos de anticorpos IgM anteriores na fase
imune da infeccado (WYNWOOD et al., 2015; WYNWOOD et al., 2016a; WYNWOOD et al.,
2016b). O mesmo teste ja foi empregado no diagnéstico de outras enfermidades, como a
Diarréia Viral Bovina na Suécia (XIA et al., 2010) e a infeccdo por Zika-Virus nos EUA
(WONG et al., 2017).

2.6.3 Exame direto em microscopia de campo escuro

O diagnodstico etiologico € feito quando se encontra o microrganismo em tecidos e
liquidos corpodreos, pode ser realizado durante a primeira semana ou até os dez primeiros dias
da infeccdo, ou seja, na fase aguda. Na fase crénica pode ser aplicado, mas com menores
chances de visalizacdo. Especialmente de trés a sete dias da infec¢do, as leptospiras podem ser
vistas por microscopia de campo escuro em exames diretos de sangue, exsudato peritoneal e
pleural, pelo fato delas ainda ndo terem sofrido a a¢do de anticorpos especificos. Dentre as
vantagens do exame de observagao direta podemos citar a agilidade no diagnéstico decorrente
do curto periodo pés-infeccdo, em que possivelmente encontra-se um resultado conclusivo; em
contrapartida, a subjetividade da interpretacdo dos resultados ¢ uma desvantagem, tendo em
vista que cole¢des de fibrina e outras proteinas podem ser confundidas com leptospiras (FAINE

et al., 2000; HIGINO; AZEVEDO, 2014).
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2.6.4 Inoculag@o em animais de laboratdrio

As leptospiras patogénicas causam o quadro agudo da doenga em animais de laboratdrio
suscetiveis, por este motivo sao usados para o isolamento primadrio a partir de materiais clinicos.
A espécie de hamster, Mesocricetus auratus, ¢ a mais sensivel a acao das leptospiras, morrendo
em aproximadamente quatro dias apds a inoculacdo, por esse motivo € a de eleicdo para o
isolamento do microrganismo (ENRIETTI, 2001).

De acordo com Macedo et al. (2004), uma das vias de melhores resultados para
inoculacdo do agente € a intraperitoneal, por ser mais eficiente no estabelecimento e evolugdo
de infec¢des experimentais pelos variados sorovares de leptospiras patog€nicas para estes

animais.

2.6.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O uso de técnicas de andlise molecular como PCR ou qPCR surge como uma 6tima
alternativa para detectar um grande nimero de microrganismos através dos seus DNAs,
incluindo a Leptospira spp. Como vantagens, podemos citar que em decorréncia da alta
sensibilidade e especificidade, € possivel ser executada com seguranca numa grande quantidade
de modelos, como tecido renal e urina, muitas vezes tornando-se uma alternativa ripida
comparada as demais formas de diagndstico, acelerando a velocidade em que se chega a um
resultado conclusivo (STODDARD et al., 2009; HAMOND et al., 2014; LANGONI et al.,
2015).

De acordo com Smythe et al. (2002) o uso da sonda fluorogénica TagMan torna o ensaio
sensivel e parece ser possivel diferenciar as espécies patogé€nicas e ndo patogénicas, com
precisao.

Lilenbaum et al. (2008a) relataram que a técnica pode ser aplicada inclusive quando os
microrganismos ja sofreram lise, e estdo sem condi¢des de serem isolados pelos métodos de
cultivo. Aplicando a PCR em tempo real, é possivel quantificar o nimero de organismos alvo,
ou seja, quantificar o tamanho da infec¢io (SMYTHE et al., 2002).

Lilenbaum et al. (2009) recomendaram o uso da soroaglutinacdo microscopica como
teste de rotina, com posterior PCR de urina para a deteccdo direta do DNA de leptospiras,
portanto esta metodologia pode ser aplicada para a identificacio de caprinos e ovinos
portadores. Por conseguinte esses dois métodos podem ser utilizados como excelentes recursos

empregados no controle da leptospirose em pequenos ruminantes.
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2.6.6 Imunofluorescéncia

Neste processo proteinas celulares (antigenos alvo), sdo usados para a ligagdo do
anticorpo acoplado a fluorescéncia, sinalizando e caracterizando a ligagdo, que é chamada de
complexo imune designado. Os anticorpos primdrios se ligam aos antigenos alvos, em uma
unidade acoplada, um sistema de deteccao de cores capta a ligagdo (imunofluorescéncia direta)
ou quando um anticorpo secunddrio, ou auto anticorpo, acoplado a fluorescéncia se liga ao
primério que por sua vez estd ligado ao antigeno alvo (imunofluorescéncia indireta)
(LEFEVRE; LANGE, 2011).

O procedimento detecta especificamente anticorpos ligados a superficie de leptospiras
(Figura 11): anti-soros para LipL.31, uma lipoproteina associada com a membrana interna, e a

proteina de choque de térmico citoplasmatica GroEL (RISTOW et al., 2007).

Figura 1 - Reacdes de

imunofluorescéncia

positiva e negativa.

Fonte: RISTOW et al.
(2007).
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De acordo com Grooms e Bolin (2005), a imunofluorescéncia pode ser utilizada para
identificar a presenca de leptospiras em tecidos como: figado adulto e fetal, pulmao, rim,
placenta ou urina e sedimentos. Como vantagem, cita que o ensaio € rdpido, tem sensibilidade
razodvel, com a possibilidade de ser utilizado em amostras que ja foram congeladas. Sendo que
a interpretacdo dos resultados requer um técnico de laboratdrio qualificado. O conjugado de

anticorpo fluorescente disponiveis para utilizagio geral ndo € especifica para um sorotipo.
2.6.7 Isolamento do agente

O i1solamento bacteriano € a forma de diagndstico mais segura, sendo o definitivo para
a doenca, mas apresenta baixa sensibilidade, ou seja, com maiores chances de falso negativo,
necessitando de amostras recém-colhidas que devem ser observadas por um tempo minimo de
42 dias, tornando o resultado tardio (LEVETT, 2001; HARTSKEERL; COLLARES-
PEREIRA; ELLIS, 2011; HIGINO; AZEVEDO, 2014). O isolamento de leptospiras a partir de
animais assintomaticos ndo € um trabalho facil, tanto em decorréncia de dificuldades inerentes
ao crescimento da bactéria quanto pela possibilidade da contamina¢do das amostras de urina.
Além disso, a excrecdo de bactérias vidveis pela urina acontece com interrupgdes € somente
durante um reduzido e incerto periodo apds a contaminag¢do. Estes sdo os motivos que fazem
com que a maioria dos estudos de leptospirose animal se baseie apenas nos métodos sorolégicos
e moleculares (FAINE et al., 2000; HIGINO; AZEVEDO, 2014). O cultivo de Leptospira spp.
¢ demorado, necessitando de meio de cultura apropriado. No entanto, o isolamento do
organismo a partir do animal permite a identificacdo definitiva do sorovar infectante

(GROOMS; BOLIN, 2005).

2.6.8 Imuno-histoquimica (IHC)

O método se baseia numa imunocoloracdo de amostras de tecidos fixados em
formaldeido. S@o necessdrios para a sua execugdo o peroxido de hidrogénio 3%, proteinase K,
soro de coelho com anticorpos anti-Leptospira spp., streptavidina-biotina, um cromdgeno e
hematoxilina de Harris. Apds o processamento as amostras sdo analisadas, onde fica evidente
a presenca ou auséncia de Leptospira spp.. E empregado no teste um controle positivo e um

negativo (SHEARER et al., 2014).
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A técnica de IHC pode ser usada para detectar Leptospira spp. em tecidos, mas nao
fornece informacdes sobre o sorovar da leptospira presente (SHEARER et al., 2014;

OLIVEIRA et al., 2016).

2.7 Controle e Profilaxia

O Ministério da Sadde (BRASIL, 2014) recomenda que as medidas devem ser
direcionadas aos reservatérios do agente, a melhoria das condicdes de protecdo dos
trabalhadores expostos, as condi¢des higi€nico-sanitdrias da populacdo, e as medidas corretivas
sobre o meio ambiente, reduzindo a capacidade de suporte para a instalacdo e proliferacao de
roedores, que sao os principais portadores e disseminadores do agente. Ressalta a importancia
dos cuidados com os animais de produ¢do e companhia acometidos pela doenca, recomendando
a segregacdo e o tratamento.

A dispersdo da leptospirose nos rebanhos pode acontecer através do transito de animais
portadores, consistindo em uma importante forma de introducao do agente nos rebanhos. Sendo
de grande importancia, quando ndo se conhece a condicdo sorolégica, a manutencdo dos
animais em quarentena por quatro semanas para posterior teste antes de serem introduzidos no
rebanho. Contanto, uma relevante medida de controle é o bloqueio da introducdo de animais
portadores da bactéria nos rebanhos, entretanto, em decorréncia das caracteristicas
epidemioldgicas da doenca em caprinos e ovinos, essa tarefa torna-se bastante complicada. As
medidas gerais, como o cuidado com a limpeza do ambiente, sdo interessantes para diminuir as
chances de contaminag¢do dos animais (HAGIWARA, 2003).

A imunidade na leptospirose € predominantemente humoral mediada em humanos e na
maioria das espécies animais, incluindo caes, porcos, cobaias e hamsters (ADLER; DE LA
PENA MOCTEZUMA, 2010).

Existem vacinas disponiveis comercialmente para bovinos, caes e suinos sdo baseadas
em células inteiras mortas, ndo fornecem prote¢do cruzada contra diferentes sorotipos, sO
conferem imunidade de curto prazo e geralmente ndo conseguem evitar a transmissao da doenca
(ALVES, 2000; HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011; OLIVEIRA et al.,
2015; SESSIONS; GREENE, 2004). Os esfor¢cos para desenvolver vacinas recombinantes
contra a leptospirose se concentraram em proteinas conservadas da membrana externa (OMPs),
que representam alvos potenciais para os mecanismos imunolégicos de defesa. Vérias proteinas

de Leptospira spp. foram avaliadas como candidatas a vacinas, no entanto nenhum antigeno
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amplamente conservado foi capaz de induzir imunidade protetora a longo prazo (OLIVEIRA
et al., 2015).

Diante disso, uma proteina conservada da membrana de L. interrogans, a OMP 137,
cumpre varios requisitos para um potencial candidato a vacina. Foi recentemente caracterizada
como uma proteina de superficie da célula exposta, que se liga a varios componentes da matriz
extracelular e tem uma maior afinidade para a elastina. Alguns tecidos sdo ricos em elastina,
como por exemplo, pele, pulmdes, artérias e bexiga e sdo altamente relevantes para a
patogénese e transmissao da leptospirose (OLIVEIRA et al., 2015).

As vacinas de DNA e subunidades representam potenciais estratégias de intervencao
para leptospirose e t€m sido extensivamente avaliadas. Ambas sdo capazes de induzir uma
resposta imune humoral, e as de DNA de estimular a imunidade mediada por células
(OLIVEIRA et al., 2015).

Os Lipopolissacarideos (LPS) sdo importantes antigenos reconhecidos por soros
compativeis de humanos e animais, justificando que a imunidade apds uma infec¢ao adquirida
naturalmente € restrita a sorovares com LPS sorologicamente relacionados. Os mecanismos de
imunidade nos bovinos diferem das demais espécies, onde animais com elevados niveis de
anticorpos aglutinantes no soro ndo sio protegidos da infec¢do por via conjuntival. Em vez
disso, a imunidade esta relacionada com uma resposta do linfécito T helper-1 (Th1), mediada
pela libertagdo de IFN-y, tendo como consequéncia implicagdes no desenvolvimento de vacinas
para protecdo de bovino (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Conforme relatado por Sessions e Greene (2004), reacdes anafilaticas como edema
facial, prurido, hipotensao, ou dispneia podem ser observadas apds a administracio de vacinas

de leptospirose.
2.8 Tratamento

O tratamento em humanos consiste em altas doses de penicilina G e em casos leves a
moderados pode-se fazer o uso de tetraciclina. Podendo ser necessdrio fluidoterapia e
hemodidlise (HUTTNER; PEREIRA; TANAKA, 2002). Em cies utiliza-se inicialmente a
penicilina ou um farmaco derivado desta, porém esta ndo elimina o estado de portador, devendo
utilizar a tetraciclina ou doxiciclina para que o animal deixe de ser portador (SESSIONS;
GREENE, 2004). Com bezerros e bovinos adultos em fase aguda € recomendado utilizar

estreptomicina ou dihidroestreptomicina (GIRIO e LEMOS, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local do Estudo

O presente estudo foi conduzido no Matadouro Ptiblico Municipal de Patos-PB, onde se
abate animais deste municipio e dos circunvizinhos. As andlises laboratoriais foram conduzidas
no Laboratério de Doengas Transmissiveis (LDT) do Centro de Sadde e Tecnologia Rural
(CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), em Patos-PB (Latitude: 07° 01’
28’ S, Longitude: 37° 16° 48”° W), mesorregido do Sertdo do estado da Paraiba, semiarido

brasileiro.
3.2 Numero de Animais

Foram amostradas 53 cabras higidas (Capra hircus) destinadas ao abate no Matadouro

Publico Municipal de Patos-PB, entre o fevereiro e novembro de 2016.
3.3 Tentativa de Isolamento

Para a tentativa de isolamento da Leptospira spp. foram utilizadas amostras de urina,
fluido vaginal, fragmentos de rim e bexiga de todos os animais. Essas amostras foram
manuseadas tomando-se todos os cuidados possiveis de assepsia e transportadas para o
LDT/CSTR/UFCG em sacos de polipropileno estéreis, acondicionadas em caixa isotérmica em
temperatura ambiente.

Primeiramente as amostras foram semeadas em EMJH semissélido (Difco, BD, Franklin
Lakes, NJ, USA), enriquecido com os antibidticos anfotericina B (0,05 mg/mL), 5-fluorouracil
(Img/mL), fosfomicina (4 mg/mL), trimetoprim (0,2 mg/mL), sulfametoxazol (0,4 mg/mL), de
modo que a concentragdo de antibidticos alcancasse 10% (CHAKRABORTY et al., 2010).
Ap06s 24 horas de incubag@o em estufa bacterioldgica com temperatura entre 28 e 30°C, 0,5 mL
das amostras foram submetidas a dilui¢ao (repique) em meio semissdlido Fletcher (Difco, BD,
Franklin Lakes, NJ, USA) acrescido de 5-Fluorouracil (Img/mL) (FAINE et al., 2000; COSTA,
2015).

As amostras de urina foram puncionadas diretamente das bexigas apds a abertura da
cavidade, usando-se seringas estéreis de 5 mL, e armazenadas em tubos do tipo Falcon estéreis
de 15 mL. Imediatamente apds a chegada ao LDT/CSTR/UFCG, foram centrifugadas a 3000
rpm durante dez min e posteriormente 0,5 mL do sedimentado semeado em EMJH semissélido
enriquecido com antibiéticos. O volume coletado era varidvel em func¢io da quantidade presente

nas bexigas.
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Os fluidos vaginais foram colhidos com o uso de suabes estéreis e espéculos vaginais
descartdveis estéreis. Apds a impregna¢cdo com a amostra, foram removidos e colocados em
tubos do tipo Falcon estéreis de 15 mL contendo 5 mL de Solucdo Salina Tamponada de
Sorensen estéril, imediatamente apds a chegada ao LDT/CSTR/UFCG, foram centrifugadas a
3000 rpm durante dez min e posteriormente 0,5 mL do sedimentado semeado em EMJH
enriquecido com antibidticos, adaptagdo feita a partir de metodologia descrita por Lilenbaum
et al. (2008a).

Ap6s a chegada ao LDT/CSTR/UFCG e ao processamento das amostras de urina e dos
fluidos vaginais, os fragmentos de rim foram macerados com o uso de seringas descartaveis
estéreis de 3 mL, posteriormente um volume macerado de 0,5 mL foi semeado em EMJH
semissOlido enriquecido com antibidticos.

As bexigas tiveram suas mucosas raspadas com laminas de bisturi n® 24 estéreis,
posteriormente estes raspados mucosos foram semeados em EMJH semissélido enriquecido

com antibioticos.

3.4 Soros Sanguineos

As amostras de sangue foram coletadas no momento da sangria dos animais utilizando-
se tubos de 8 mL estéreis. Apds a chegada ao LDT/CSTR/UFCG, foram centrifugadas a 3000
rpm durante dez minutos. Realizado o dessoramento, as amostras foram congeladas a -20° C.
Apés o término das coletas, todos os soros foram descongelados e submetidos ao teste de

Soroaglutinagdo Microscépica (SAM).
3.5 Leituras

3.5.1 Macroscépica

Foram realizadas leituras macroscOpicas semanalmente através das quais foram
observadas a presenca de contaminantes nos tubos semeados ou formacdes de anéis de turvagdo

(Anéis de Dinger) caracteristicos no crescimento de Leptospira spp. no meio Fletcher.

3.5.2 Microscopica

Foram realizadas leituras microscdpicas semanalmente com auxilio de microscépio com
condensador de campo escuro.
Em capela estéril, tomando-se os devidos cuidados assépticos, foram preparadas

laminas de microscopia contendo uma gota da amostra. A seguir as laminas foram examinadas,
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percorrendo-se todo o campo da gota a procura de evidéncias de leptospiras, utilizando se as
objetivas de 10X, 20X e 40X.
As amostras sé foram desprezadas ap6s completarem doze semanas sem que houvesse

crescimento ou evidéncias de leptospiras.
3.6 Técnica da Soroaglutinacao Microscépica (SAM)

A presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. foi determinada pela técnica de
soroaglutinacdo microscépica (SAM) (OIE, 2012), utilizando como antigenos uma cole¢do de
cepas patogénicas cedidas pelo Laboratério de Bacteriologia Veterindria da Universidade

Federal Fluminense (UFF), oriundas do Instituto Pasteur, Franca (Quadro 1).

Quadro 1 Colecdo de cepas patogénicas cedidas pelo Laboratério de Bacteriologia Veterinaria

da Universidade Federal Fluminense (UFF), oriundas do Instituto Pasteur, Franca.

ESPECIE SOROGRUPO SOROVAR
Australis Australis
Icterohaemorrhagiae Copenhageni
Bataviae Bataviae
Australis Bratislava
Canicola Canicola
Djasiman Djasiman

L. interrogans
Sejroe Hardjoprajitno
Pomona Pomona
Pomona Kennewicki
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
Hebdomadis Hebdomadis
Sejroe Wolffi
Autumnalis Autumnalis
Ballum Castellonis
Serjroe Hardjobovis

L. borgpetersenni
Tarassovi Tarassovi
Sejroe Sejroe

L. santarosai Sejroe Guaricura

L. noguchii Panama Panama

Fonte: Laboratério de Bacteriologia Veterindria da Universidade Federal Fluminense — UFF.
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Todas as amostras com atividade aglutinante na dilui¢do de 1:100 foram consideradas
positivas (Figura 1). As amostras positivas foram tituladas de forma seriada na razdo de dois.
O ponto de corte foi o tubo de maior dilui¢do que apresentou 50% de aglutinagdes quando
comparado com o controle. O maior titulo alcangado foi usado para identificar o sorogrupo

infectante. Amostra positiva na SAM (FAINE, 2000)

Figura 2 — Amostra negativa e positiva na SAM,

respectivamente.

Fonte: Faine et al. (2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 53 cabras amostradas, sete (13,61%) foram soro reativas no teste de
Soroaglutinagdo Microscépica (SAM) para pelo menos um sorovar, com titulos de 100 (71,43%
-5/7) e 200 (28,57% - 2/7).

As reagdes ocorreram para os sorovares Icterohaemorrhagiae (28,57% - 2/7),
Autunmnalis (28,57% - 2/7), Tarassovi (28,57% - 2/7) e Copenhageni (14,28% - 1/7), portanto
em se tratando de um teste sorogrupo especifico, foram detectados anticorpos contra os
seguintes sorogrupos: Icterohaemorrhagiae (42,85%), Autumnalis (28,57%) e Tarassovi
(28,57%). Os titulos de 200 ocorreram para os dois sorovares que representaram o SOrogrupo

Icterohaemorrhagiae (Tabela 1).

Tabela 1 Resultado da tentativa de isolamento de Leptospira spp. e da Soroaglutinacdo
Microscépica (SAM) realizadas a partir de amostras de cabras abatidas no Matadouro Publico

Municipal de Patos-PB entre fevereiro e novembro de 2016.

Leitura Leitura .
ANIM. Macrosc. Microsc. it Sorogrupo Sorovar
R BUFREUTE SAM Reagente Reagente

6 - - - - - - - - 100 Tarassovi Tarassovi
7 - - - - - - - - 100 Autumnalis Autumnalis
9 - - - - - - - - 200 Icterohaemorrhag. Copenhageni
10 + - - - - - - - - - -
23 e - - -
25 - - - - + - - 4+ 100 Autunmnalis Autumnalis
29 - - - - - - - - 100 Tarassovi Tarassovi
34 + + - - 4+ 4+ - - 200 Icterohaemorrhag. Icterohaemorrhag.
39 S e - - -
40 -+ - - - - - - - -

46 - o+ - - - o+ - - ; ;
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47 -+ - - -+ - - - - -

53 - - - - - - - - 100 Icterohaemorrhag. Icterohaemorrhag.

Cultura positiva (+); Cultura negativa (-)
Legenda: R — rim; B — bexiga; U — urina; F — fluido vaginal.

Na tentativa de isolamento foram trabalhadas 212 culturas, com amostras de rim, bexiga,
urina e fluido vaginal. Macroscopicamente 8 culturas demonstraram presenca de um anel de
turvacdo, semelhantes ao anel de Dinger, caracteristico do crescimento do agente em questdao

no meio Fletcher (Figura 2).

Figura 3 -  Turvagdo

macroscopica da cultura de rim

da cabra 34.

Fonte: Laboratério de Doengas

Transmissiveis/CSTR/UFCG.

Aprofundando a andlise microscopica, chegou-se a conclusao que seis culturas deveriam
ser consideradas positivas, sendo duas de rim, trés de bexiga, uma de fluido vaginal, onde foram
visualizados microrganismos com morfologia semelhante a da Leptospira spp.. Porém, técnicas

moleculares sdo necessdrias para se chegar a confirmacdo do diagndstico, bem como a
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tipificacdo do agente. Houve formacdo de anéis de turvagdo em quatro amostras consideradas
positivas na andlise microscopica.

Nas demais amostras foram visualizados microrganismos tais como: bacilos,
protozodrios, hifas septadas, entre outros contaminantes.

Em demais levantamentos sorolégicos semelhantes realizados também no Matadouro
Pablico Municipal de Patos-PB por Aradjo Neto (2005), Higino et al. (2010) e Costa et al.
(2017), com 100, 49 e 80 ovinos, constataram frequéncias de 9%, 7,5% e 8,2%,
respectivamente. Onde reacdes para os sorogrupos Autumnalis, Icterohaemorrhagiae foram
encontradas. Apesar da espécie estudada ser distinta, houve aproximacao dos resultados.

Comparando-se a frequéncia de soropositivos encontrada com as de outros estudos da
mesma natureza realizados no estado da Paraiba, Alves (1996) a partir de um estudo realizado
em quatro microrregioes do estado, utilizando-se de um total de 1210 caprinos, encontrou uma
frequéncia de 16,19%, consistindo na frequéncia mais elevada na espécie caprina ja encontra
no estado.

Demais estudos no estado da Paraiba apresentaram frequéncias de aglutininas variando
entre 5,1% e 9% (FAVERO et al., 2002; ARAUJO NETO 2005; HIGINO et al., 2010; ALVES
et al., 2012; HIGINO et al., 2012; COSTA et al., 2016; COSTA et al., 2017). Levando-se em
conta a predominancia encontrada dos sorogrupos Icterohaemorrhagiae (42,85%), neste caso
representado pelos sorovares Icterohaemorrhagiae (28,57%) e Copenhageni (14,28%), e do
sorogrupo Autumnalis (28,57%), em parte condizem com alguns estudos anteriores
desenvolvidos na Paraiba, onde constataram reacdes contra os sorogrupos Autumnalis e
Icterohaemorrhagiae.

Pesquisas realizadas também na Paraiba por Alves et al. (2012), com 1275 ovinos,
Higino et al. (2012), com 975 caprinos e Costa et al. (2016), com 500 caprinos e 500 ovinos,
constataram frequéncias de anticorpos anti-Leptospira spp. variando entre 5,41 e 11,2%.
Reacdes contra os sorogrupos Autumnalis, e Icterohaemorrhagiae foram bastante
representativas nestes estudos.

Os estudos acima citados ndo constataram a presenga de reacdes contra 0 SOrogrupo
Tarassovi. As reagdes positivas encontradas contra os sorogrupos Icterohaemorrhagiae,
Autumnalis e Tarassovi, apesar do desconhecimento do histérico dos animais amostrados no
presente estudo por se tratar de animais de matadouro, possivelmente ocorreram em decorréncia
do compartilhamento do mesmo ambiente entre caprinos, ovinos, suinos e ratos, visto que de

acordo com pesquisas anteriores existe uma correlacdo entre determinadas espécies e
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sorogrupos especificos (ALVES, 2000; RAMOS; SOUZA; LILENBAUM, 2006; ALVES et
al., 2012; SANTOS et al., 2012; PETRAKOVSKY; CARPINETTI; ANTONUCI, 2015).

De acordo com outras pesquisas realizadas nos estados do Ceard, Sao Paulo, Rio Grande
do Norte, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Santa Catarina, Pernambuco, Sergipe e Piaui, foram
encontradas frequéncias de anticorpos anti-Leptospira spp. em caprinos e ovinos variando entre
0,7% e 47,4%, onde na maioria dos estudos a presenca de reagdes contra 0S SOrogrupos
Autumnalis e Icterohaemorrhagiae foram notadas, mas contra o Tarassovi foi constatada apenas
no Pernambuco, Piaui e Minas Gerais (FAVERO et al., 2002; AZEVEDO et al., 2004;
LILENBAUM et al., 2007a; LILENBAUM et al. 2008b; ARAUJO NETO et al., 2010;
SANTOS etal., 2012; MARTINS et al., 2012; TOPAZIO et al., 2015; MACHADO et al., 2016;
ALVES et al., 2017; RIZZO et al., 2017; CAMPOS et al., 2017).

A oscilacio entre as prevaléncias encontradas no Brasil se devem a diversos fatores
relacionados com cada situagdo estudada, como por exemplo, regides com condicdes
ambientais particularmente distintas, diferentes épocas de amostragem, diferentes
susceptibilidade dos genoétipos estudados, representatividade da amostragem empregada,
diferentes formas de manejo dos animais e presenca de espécies mantenedoras (ALVES, 1996;
ALVES, 2000; HIGINO; AZEVEDO, 2014; COSTA et al., 2016; RIZZO et al., 2017).

No Brasil, até o presente momento sé foram isoladas duas cepas de Leptospira spp. e
outros dois microrganismo com morfologia semelhante em pequenos ruminantes. No Rio
Grande do Sul a cepa foi identificada através de diagnostico molecular como pertencente ao
sorogrupo Autumnalis (SILVA et al., 2007). No Rio de Janeiro a suspeita era que a cepa
pertencia ao sorogrupo Grippotyphosa (LILENBAUM et al., 2007a). Na Paraiba, em um estudo
envolvendo 80 ovinos abatidos no Matadouro Publico Municipal de Patos-PB, a partir de uma
placenta e de uma ampola do ducto deferente, foram isoladas bactérias morfologicamente
semelhantes a Leptospira spp. (HIGINO et al., 2010).

Os baixos titulos de anticorpos anti-Leptospira spp. encontrados no presente estudo,
semelhante aos constatados por Azevedo et al. (2004), Lilenbaum et al. (2007b), Aratjo Neto
et al. (2010), Santos et al. (2012), Topazio et al. (2015), Machado et al. (2016), Costa et al.
(2016), Costa et al. (2017) e Rizzo et al. (2017). Por se tratar de animais clinicamente higidos,
que ndo demonstram sinais clinicos evidentes, sugerem uma apresentacao cronica da doenca ou
a resisténcia da espécie, o que do ponto de vista epidemioldgico € muito importante, visto que
os portadores cronicos sdo grandes responsdveis pela manutencdo do agente no ambiente,
reforcando a necessidade de constantes estudos soroldgicos e tentativas de isolamento da

bactéria nessa regido. Outra questao a ser ponderada € que o titulo apresentado por determinadas
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espécies € um fato correlacionado com o nivel de exposicdao ao agente (ADLER, 2015),
surgindo a hipdtese de considerar interpretacdes distintas de acordo com o grau de adaptacao
da espécie e da realidade epidemioldgica da regido estudada (PICARDEAU, 2013), portando
levando-se em consideragdo as caracteristicas da regido e a espécie estudada, pontos de cortes

mais baixos para o diagndstico da leptospirose em caprinos devem ser considerados.
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5 CONCLUSAO

Diante do exposto, € possivel que a baixa frequéncia e os baixos titulos encontrados se
devam as condicdes adversas oferecidas ao agente pelo ambiente, bem como a prépria
resisténcia dos caprinos a infec¢do, fazendo com que haja uma menor resposta humoral nesses
animais. Portanto, em condicdes de clima semidrido, um ponto de corte mais baixo na prova
soroldgica deve ser considerado para espécie em questdo. Nao menos importante, estudos
pontuais que busquem o isolamento e tipificagdo de cepas circulantes em nossa regido sao
necessarios, servindo assim como base para a construcdo e aplicacdo de estratégias de profilaxia

e controle desta doenca.
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