UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE PATOS

LEPTOSPIROSE EM SUINOS DE ABATE: ESTUDO SOROLOGICO E
HISTOPATOLOGICO

ITALO LEITE FIGUEIREDO

PATOS-PB
ABRIL 2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE PATOS

LEPTOSPIROSE EM SUINOS DE ABATE: ESTUDO SOROLOGICO E
HISTOPATOLOGICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagcdo em Medicina Veterindria da
Universidade Federal de Campina Grande,
como requisito parcial para a obten¢ao do titulo

de Mestre em Medicina Veterinaria.

ftalo Leite Figueiredo
MESTRANDO

Prof. Dr. Sérgio Santos de Azevedo
ORIENTADOR

PATOS - PB
ABRIL 2011



FICHA DE AVALIACAO

NOME: FIGUEIREDO, Italo Leite

TITULO: Leptospirose em suinos de abate: estudo sorolégico e histopatolégico

Data: / /

Banca Examinadora:

Dr. Sérgio Santos de Azevedo
Instituicdo: UFCG/ Patos-PB

Assinatura:

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Medicina Veterindria da Universidade
Federal de Campina Grande, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Mestre em Medicina

Veterinaria.

Dr. Rinaldo Aparecido Mota
Instituicdo: UFRPE/Recife — PE

Assinatura:

Dr. Antonio Flavio Medeiros Dantas
Instituigao: UFCG/ Patos-PB

Assinatura:




AGRADECIMENTOS

A Deus, por antes de tudo, ter me permitido viver e testemunhar toda Sua gléria. Também por
sempre ter vindo em meu auxilio, mesmo nos momentos em que eu O esqueci. Senhor, muito
obrigado!

Aos meus pais Antdnio e Socorro que sempre me apoiaram em minhas decisdes, algumas
vezes contrariando a si proprios, demonstrando confianga e apoio incondicional. Muito
obrigado!

Aos meus irmaos Ana Leticia e Giulianno, que mesmo em conflito, sempre estivemos um ao
lado do outro, protegendo e apoiando.

Ao meu orientador Prof. Dr. Sérgio Santos de Azevedo por ter me conduzido e guiado da
melhor maneira para a concretizagdo desta conquista.

Aos professores do programa de Pds-Graduacao em Medicina Veterindria, especialmente aos
professores Dr. Franklin Riet-Correa, Dr. Antonio Fldvio Medeiros Dantas e Dra. Sara Vilar
Dantas Simdes. Muitas vezes nos relutamos em receber suas criticas, mas hoje saibam que
elas contribuifram ativamente para o meu crescimento profissional.

Aos meus colegas e amigos de pesquisa: Layze, Robério, Meyre, Silvano, Luana, Arthur e
Carla. Obrigado pelo apoio imprescindivel na execugdo deste trabalho.

Aos funciondrios do CSTR: dona Franscinete, dona Joana e Jonas, que contribuiram
diretamente para o desenvolvimento deste projeto. Muito obrigado.

Aos médicos veterindrios e magarefes do abate de suinos do matadouro ptblico de Patos, pela
(im)paciéncia em nos receber e principalmente pelo auxilio nos primérdios deste projeto.

A CAPES, por financiar e prestar apoio nao s6 a mim, mas a todos aqueles que acreditam na
pesquisa como uma ferramenta para o crescimento pessoal e coletivo.

Finalmente... aos meus queridos amigos, € bem mais que isso, que a vida me presenteou:
Antonio Carlos, Dantas, George, Robson, Ady, Samuell, Jean, Eline e Mariana. Vocés me
mostraram o quanto supremo e sublime € a amizade em toda sua esséncia. Muito obrigado por
fazer parte da minha vida.

Obrigado...



Aos animais...
Por toda sua esséncia, ternura, inocéncia, fragilidade, forca e amizade.
Muito obrigado... e perdoem-me por ser humano.



“I’m only a man looking for a dream
and it’s not easy to be me...”

David Gray



SUMARIO

LISTA DE QUADROS . ...ttt ettt st st sttt et et 08
LISTA DE FIGURAS . ..ottt ettt sttt et e sttt ettt et sbe et e sae e b enne s 09
INTRODUGAO........ooiiieeeeeeeeeeeeeee ettt es e eae s sassesasen s sessa s 10
CAPITULO I — REVISAO DE LITERATURA.........cooovvimeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseeees e 11
LePtOSPITOSE SUTNA. .....eeeiuiiiiiiiiieitie et ettt ettt e st te e s sttt eestbe e et ae e taeessbeeesaeannsaesnnneesnnneens 12
REFERENCIAS.......cooiritreimreimeressesessesssessssesess st sssseesssses s s 32
CAPITULO II — ARTIGO PARA PUBLICACAO.........ccouiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee s 44
Leptospirose em suninos de abate: estudo soroldgico e histopatoldgico..........ceevvvveeeveeennenne. 46
AADSETACE ... ettt ettt h e sh e ea bt ettt bbbt et et e b e ebaeeabeeane 46
RESUIMIO ...ttt et et et sttt e e sabe e e e ens 47
INTRODUGAO. ...ttt ettt en s 47
MATERIAIE METODOS.........oomieeieeeeeeeeeeeeeeeee e sees s ssa s seeeans 49
Animais e diagndstico sorolégico da infeccao por Leptospira Spp........ceeceeeveeereerieenieenieennienns 49
Analises hiStOPAOIOZICAS. ....c..eeuiruiiriiriirtiie ettt st st eees 49
PN 1 RSl T 7 10 (] 5 ot DO USSP 50
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt ehbe et e bt et e et e atesseessaesaeeens 50
DISCUSSAO € CONCLUSADO.......c.otumiimiiientireeireesneesessest e ss st ssess s e ssseas 51

REFERENCIAS ... oo e ee e e e e, 54



QUADRO 1

QUADRO 2

LISTA DE QUADROS

Distribuicdo de titulos de anticorpos anti-leptospiras em suinos soropositivos
abatidos no matadouro publico de Patos, Paraiba, segundo os sorovares

infectantes, no periodo de setembro a novembro de 2009..........c.c.ccceeveennneen 60

Condicao soroldgica em suinos abatidos no matadouro publico de Patos,
Paraiba, com e sem lesdes histologicas sugestivas de leptospirose, no periodo

de Setembro a Novembro de 2000........ouuuueeeeeeiieeiiieeee et e e ee e 61



FIGURA 1

LISTA DE FIGURAS

Corte histolégico de parénquima renal mostrando atrofia glomerular,
espessamento discreto da cdpsula de Bowman (cabeca de seta) e infiltrado
inflamatério mononuclear com necrose do epitélio tubular (seta) caracteristico

da nefrite intersticial. (H.E. ODbj. 20X)....ccccutiiiiiiiiiiiiiiieieeeiecee e 62



10

INTRODUCAO

O presente trabalho foi elaborado visando cumprir as exigéncias do Programa de
Pés-graduagdo em Medicina Veterindria da Universidade Federal de Campina Grande. Este
trabalho é composto por dois capitulos.

O primeiro trata de uma revisdo de literatura acerca dos principais aspectos referente
a leptospirose na espécie suina. Foram pesquisados livros, artigos cientificos, notas técnicas,
teses, dissertacdes, anis de congressos, dentre outros, buscado em bases de dados como:
Google, PubMed, Scielo, LILACS. Os termos pesquisados foram: leptospirose, Leptospira
spp, suinos, zoonose, sorologia, soroaglutinacdo, histopatologia, lesdes, nefrite intersticial,
Whartin-Starry. Foram levantados os principais aspectos e perspectivas dessa importante
moléstia que afeta a atividade suinicola mundial, bem como desperta atencido das autoridades
de satde publica devido seu carater zoondtico.

O segundo capitulo discute os resultados obtidos em trabalho de experimentacao,
realizado em suinos abatidos no matadouro publico da cidade de Patos, Estado da Paraiba,
Brasil. Nesses animais foram coletadas amostras para realizagdo de exames sorologicos, os
quais foram comparados com técnicas de histopatologia. Os resultados foram editados na
forma de artigo cientifico, de acordo com as normas do periddico Pesquisa Veterinaria
Brasileira, para o qual serd submetido para publicacdo, atendendo também as exigéncias do
Programa de Pés-graduacdo em Medicina Veterindria da Universidade Federal de Campina

Grande para obtengao do titulo de mestre me medicina veterindria.



CAPITULO I
REVISAO DE LITERATURA

Leptospirose Suina

11
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1. ETIOLOGIA

A etiologia do quadro clinico descrito por Adolf Weil em 1882 foi demonstrada
inicialmente em 1915 no Japdo e na Alemanha. O quadro era caracterizado pelo aparecimento
subito de febre alta, esplenomegalia e ictericia (GOMES, 2007). Posteriormente, Nogushi
criou o género Leptospira (do grego Lepto = delgado, spira = novelo). Desde 1915 até 1989, a
classificacdo foi apenas sorolégica, onde o género Leptospira foi dividido em duas espécies, a
Leptospira interrogans, que compreende todas as estirpes patogénicas; e Leptospira biflexa,
reunindo as estirpes saprofitas isoladas do ambiente. Para a Leptospira biflexa foram descritos
mais de 60 sorovares e para a Leptospira interrogans mais de 200 (FAINE, 1994; LEVETT,
2001). Devido ao surgimento de novas categorias de informacdes de valor taxondmico
potencial no final do século XX, a taxonomia de bactérias sofreu grandes mudancas. Esses
avancgos possibilitaram a diferenciacio de organismos anteriormente alocados em grupos
heterogéneos, fomentando o descobrimento de dissimilaridades que antes ndo podiam ser
detectadas (CANHOS et al., 1989).

Dikken et al. (1978) propds a classificagdo das espécies do género Leptospira
baseada no grau de parentesco do DNA. O género foi dividido em 17 espécies definidas, com
pelo menos, 70% de parentesco (DNA) e cuja sequéncia contem uma divergéncia de, pelo
menos, 5% de bases ndo pareadas. Esta classificacdo coexiste com a antiga classificagdo
soroldgica na qual o antissoro é utilizado para estabelecer parentesco entre as amostras
isoladas. As caracteristicas antigénicas decorrentes de antigenos da parede da bactéria, de
natureza lipo-polissacaridica, possibilitam a diferenciacdo soroldgica que supera a cifra de
200 sorovares para as espécies patogé€nicas Os quais por parentesco antigénico sao
reagrupados em sorogrupos (FAINE, et al., 1999; LEVETT, 2001).

As leptospiras foram reclassificadas em genomespécies, ndo correspondendo as duas
espécies anteriores, jd que os sorovares patogénicos € ndo patogénicos podem ocorrer dentro
de uma mesma espécie. O gé€nero Leptospira estd dividido em grupos patogénicos e
saprofitas. As espécies patogé€nicas contem 8 espécies e as saprofitas possuem 5 espécies
distintas. As genomespécies patogénicas sdo: Leptospira interrogans senso stricto, Leptospira
borgpetersenii, Leptospira santarosai, Leptospira inadai, Leptospira nogushi, Leptospira
weilli, Leptospira kirschneri e Leptospira fainei. As saproéfitas correspondem: Leptospira
meyeri, Leptospira wolbachii, Leptospira biflexa, Turneria parva (proposta) e Leptonema

illin (GOMES, 2007).
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Sdo células helicoidais flexiveis com 0,1 pm de didmetro ¢ 6 - 20 pm de
comprimento. Sdo fracamente coradas pelos corantes anilinicos. Entretanto, sdo visiveis
quando coradas pela prata (Warthin-Starry ou Levaditi). Sio Gram negativas, mas quando
coradas pelo Giemsa, algumas se coram em vermelho, outras, em azul. As células ndo coradas
sdo visiveis pela microscopia de contraste ou pela microscopia de campo escuro. A
conformacdo helicoidal é para o lado direito (molas de relégio), ocorrendo ganchos tipicos em
uma ou nas duas extremidades. Dois flagelos periplasmaticos (fibrila axial e endoflagelo)
ocorrem em cada célula onde estd inserido em cada extremidade e raramente se sobrepde na
regido central. Sua multiplicag@o € por fissdo transversa. Movimentam-se ativamente, através
de rotacoes e flexdes ao longo de seu proprio eixo. Sdo aerdbias e quimioorganotréficas,
utilizando 4cidos graxos ou dlcoois graxos, possuindo 15 ou mais dtomos de carbono como
fonte de energia. Nao utilizam carboidratos ou aminoédcidos como fonte de energia. As
leptospiras sdo espiroquetas uniformes quanto ao aspecto morfolégico e fisiolégico, mas
diferem quanto ao aspecto soroldgico e epidemiolégico (GOMES, 2007).

Por serem bactérias que dependem do ferro para crescer e se multiplicar, os
sorovares patogénicos produzem hemolisinas que destroem eritrécitos, liberando na
circulagdo uma grande quantidade do ferro complexado do grupo heme, ja que este nutriente
ndo é facilmente encontrado na forma livre no hospedeiro (FAINE, 1959; WANDERSMAN e
STOJILJKOVIC, 2000; LEE, et al., 2002; LOUVEL et al., 2006). Logo, a capacidade de
gerar hemdlise parece ser essencial para a sobrevivéncia e para o sucesso reprodutivo das
leptospiras patogénicas, ndo ocorrendo, no entanto, este processo nos sorovares saprofitas.
(CARVALHO et al., 2010). As hemolisinas - juntamente com os filamentos axiais (para
penetracdo em “saca-rolhas’), membrana externa (capa) e proteinas sorovariantes especificas
- constituem os principais fatores de viruléncia do agente.

O habitat das leptospiras inclui: dgua estagnada, solo umido, matéria organica em
decomposicao, plantas, animais e 0 homem. Em auséncia de parasitismo, as condi¢des 6timas
de sobrevivéncia das leptospiras sdo umidade, temperatura de 28° C e pH neutro ou
levemente alcalino (PERRY & HEARDY, 2000). Registros experimentais confirmam até 180
dias de viabilidade de leptospiras nestas condicdes (BLENDEN, 1975). O sorovar Pomona
pode persistir até seis meses em solos saturados de umidade, sobrevivendo apenas trinta
minutos em solo seco. Exposicdo a temperaturas acima de 50° C causa a morte das
leptospiras, que também sdo sensiveis a detergentes e desinfetantes comuns

(SOBESTIANSKY et al., 1999).
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As leptospiras s@o cultivadas em meios artificiais, contendo 10% de soro de coelho
ou 1% de albumina sérica bovina com adi¢do de dcidos graxos de cadeia longa e pH 6,8—7.4.
A temperatura 6tima para seu crescimento estd entre 28°- 30°C. Leptospiras sdo catalase e
oxidase positiva. Os cultivos devem ser checados para a presenca de contaminantes, apds 3—4
dias e subcultivadas apds 7-21 dias, embora elas possam sobreviver em cultivo liquido
(deixado parado) por meses e, algumas vezes, por anos (FAINE et al., 1999). Os meios podem
tornar-se seletivos pela adicdo de vdrios antimicrobianos, sendo os mais comuns a 5-
fluoruracila e sulfado de neomicina, embora polimixina B, rifampicina e vancomicina possam
ser utilizados. Um meio freqiientemente utilizado € o meio de Ellinghausen—McCullough—
Johnson—Harris (EMJH), o qual adiciona 1% de albumina sérica bovina e Tween 80 (fonte
de 4cidos graxos de cadeia longa). Meios liquidos e semi-sé6lidos, contendo soro incluem o
meio de Korthof (Peptona, NaCl, NaHCO3, KCI, CaCI2, KH2PO4, Na2HPO4) e Fletcher
(Peptona, extrato de carne, NaCl, e agar). Podem atravessar membranas filtrantes de 0,45 um

de diametro (GOMES, 2007).

2. PATOGENESE

A suscetibilidade do suino em contrair a infec¢do por leptospiras foi conhecida em
1944, quando Gsell, na Suica, demonstrou a etiologia da meningite em leitdes (SANTA
ROSA et al, 1962a). As leptospiras penetram ativamente através da pele integra (em
condicdes especiais que favorecam a dilatacdo dos poros, como ocorre quando da
permanéncia por tempo prolongado em cole¢des de 4gua contaminada) ou escarificada e das
mucosas (ocular, digestiva, respiratdria e génito-urindria) (BLENDEN, 1975).

ApOs transporem as barreiras naturais do organismo, multiplicam-se ativamente no
intersticio e nos fluidos organicos (sangue, linfa e liquor), caracterizando um quadro
septicémico agudo denominado fase de leptospiremia. O periodo de incubacio € de 2 a 5 dias,
ocorrendo disseminagdo hematdégena com localizacdo e proliferacio em Orgdos
parenquimatosos, particularmente, figado, rins, bago e, algumas vezes, as meninges. As lesdes
primdrias sdo decorrentes da acdo mecanica do microrganismo nas cé€lulas endoteliais dos
vasos. A consequéncia direta dessa lesdo nos vasos de pequeno calibre sdo as hemorragias,
seguidas da formac¢do de trombos com consequénte bloqueio do suprimento sanguineo nas
areas acometidas (infartos) (ROSE, 1966; FAINE, 1982). A ictericia ocorre principalmente
devido a lesdo hepatica, e ndo a destruicdo de hemdcias. Também penetram e multiplicam- se

N

nos fetos, podendo levar a morte e reabsorcdo fetal, abortamento ou prole fraca. A
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leptospiremia dura, em geral, de dois a trés dias, hd uma fase febril discreta e ja no quarto dia
as leptospiras estdo presentes nos rins onde causando nefrite intersticial (CORREA &
CORREA, 1992).

Se a resposta imune do hospedeiro for efetiva para suplantar as lesdes e consequéntes
alteracdes funcionais, da-se inicio ao segundo periodo clinico, denominado leptospiruria,
referidlo como de imunidade, com presenca de anticorpos circulantes, e de presenca de
leptospiras na urina. Nesta fase as leptospiras tendem a persistir em lugares como tubulos
renais, cadmara anterior do olho e dtero, uma vez que nesses locais a atividade de anticorpos é
minima (BASTOS, 2010; SARAZA & VAZCAINO, 2002). A excrecdo urindria de
leptospiras € intermitente e pode ser de longa duracdo, dependendo dos hospedeiros animais
acometidos e do sorovar de leptospira envolvido. Nos roedores infectados a presenca de
leptospiras na urina pode ser permanente. Em animais de producdo acometidos de
Leptospirose, o agente tem sido evidenciado na urina, no s€men € em corrimentos vaginais, o
que confirma ndo s6 a colonizac@o dos tubulos renais como também dos 6rgaos reprodutores
e das glandulas anexas, (ELLIS, 1994). A partir da instalagdo do periodo de imunidade e
leptospirdria, algumas lesdes poderdo ser estabelecidas, devido agora a persisténcia do
microrganismo em locais especificos onde ocorrem reacdes de hipersensibilidade do tipo III,
nas quais ha a deposicao nos tecidos de imunecomplexos formados “in vivo”. A partir deste
mecanismo sao explicadas as lesdes renais e as oculares (uveites). (TURNER, 1967).

Os sinais clinicos apresentados pelo hospedeiro infectado sdo varidveis de acordo
com a extensdo das lesdes e o tipo de 6rgdo atingido. Dentre os animais de produgdo
explorados em ecossistemas rurais, as manifestacdes clinicas mais frequéntes sio as da esfera
reprodutiva com abortamento, usualmente no terco final da gestacdo, infertilidade,
esterilidade ou o nascimento de produtos a termo debilitados que morrem nos primeiros dias
de vida (GUIMARAES et al., 1982/1983; ELLIS, 1994; FERREIRA NETO , et al., 1997;
DELBEM, et. al. 2002). No entanto, alguns sinais particulares podem ser observados de
acordo com a espécie animal e em determinadas faixas etarias. Nos suinos, a infeccdo €
subclinica ou assintomatica. Abortamento tardio €, muitas vezes, o unico sinal clinico da
doenca. Entretanto, quando presente, a leptospirose nos suinos pode se apresentar
basicamente nas formas aguda e cronica. Na forma aguda, podem ocorrer febre e mastite focal
ndo supurativa e leptospirtria em animais adultos. Em suinos jovens, principalmente leitdes,
pode ocorrer febre, anorexia, ictericia, hemoglobindria e alta mortalidade, principalmente de
recém-nascidos. Geralmente, o sorovar associado com este quadro é o Icterohaemorrhagiae.

Também nos animais jovens, durante a fase de aleitamento, podem ocorrer casos de encefalite
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caracterizados por incoordenacdo motora e convulsdes com movimentos de pedalagem
(FAINE, 1982). Na forma cronica da leptospirose suina, comum nos animais adultos, pode
ocorrer a leptospirdria, geralmente com o sorovar Pomona, sendo os suinos considerados
hospedeiros de manuten¢do. A infertilidade, com a ocorréncia de abortamentos e natimortos, é
comum aos sorovares Canicola, Pomona e Icterohaemorrhagiae (BASTOS, 2010; ELLIS,
1999).

A cura da leptospirose aguda coincide com a suspensdo da bacteremia e
aparecimento de anticorpos circulantes, geralmente durante a segunda semana pds-infecgao.
Os anticorpos protetores sdo do tipo IgM e IgG, estando dirigidos, principalmente para os
antigenos da estrutura externa. Os anticorpos aglutinantes, principalmente IgM, podem ser
detectados por muito tempo (anos) apds a cura, ndo sendo indicativo do estado imune nem do
estado de portador. O portador renal pode existir, na auséncia de anticorpos ou pode
desaparecer antes do desaparecimento dos anticorpos. A imunidade que se instaura depois da
cura € sélida e especifica para o sorotipo. Entretanto pode ocorrer abortamento repetido em

vacas infectadas com o sorovar Hardjo (GOMES, 2007).

3. EPIDEMIOLOGIA

Constituindo uma antropozoonose direta, a leptospirose acomete primariamente 0s
animais selvagens, sinantrépicos e domésticos. O homem comporta-se como hospedeiro
terminal, acidental, podendo se infectar pelo contato direto (animais de estimac¢do, exposi¢ao
direta aos fluidos e secre¢des animais, trabalhos em granjas ou matadouros) ou indiretamente,
através do ambiente (4dgua, solo). Sua distribuicdo geogréifica é cosmopolita, sendo que na
América Latina, Africa e Asia, os niveis de ocorréncia sdo elevados devido as condi¢des
ambientais de ordem fisico-quimica e s6cio-econdmico-cultural que favorecem a persisténcia
e a disseminac¢do da infeccio (BLENDEN, 1975; GOMES, 2007).

Uma ampla variedade de espécies vertebradas pode ser infectada pelas leptospiras,
entretanto atualmente os mamiferos domésticos de producdo, trabalho e companhia, tanto nas
areas rurais como urbanas, sdo os que apresentam maior significado epidemioldgico.
Investigagdes executadas em ecossistemas silvestres, ndo modificados pela acdo humana,
referem a presenca de infeccdo em roedores, marsupiais, carnivoros e edentados. Nos
ecossistemas rurais e urbanos, o principal reservatdrio de leptospiras sdo os roedores

sinantropicos entre os quais o Rattus norvegicus (ratazana ou rato de esgoto) ocupa uma

posicdo de  destaque (VASCONCELLOS, 1987; VASCONCELLOS, 1993;



O 00 N o u B~ W N B

I o e S T S O TR S e ¥
0o N o A W N L O

W W N N N N N N N N DNNDN -
R O W 00 N O 1 b W N P O ©O

w W w w w
o U A~ W N

17

VASCONCELLOS, 1997). Cogita-se que neste ultimo grupo de animais, a interagao
hospedeiro-parasita possui uma condicdo de equilibrio, onde os animais acometidos
frequentemente nao apresentam qualquer sinal da infec¢ao.

Dentre os fatores ligados ao agente etioldgico que favorecem a persisténcia dos focos
de leptospirose, deve-se destacar especialmente ampla variacdo antigé€nica; relativo grau de
sobrevivéncia ambiental em auséncia de parasitismo (registros experimentais confirmam até
180 dias na dependéncia de teor de umidade, protecdo contra raios solares e pH neutro ou
levemente alcalino) e grande variedade de hospedeiros vertebrados suscetiveis (BLENDEN,
1975).

A infeccdo estd classificada como uma doenga da lista B, no Office International dés
Epizooties (OIE), grupo ao qual pertencem as doencas transmissiveis de grande importincia
do ponto de vista s6cio-econdmico e/ou sanitdrio, com consideravel repercussdo no comércio
internacional de animais e produtos de origem animal (BLAHA, 1989; PERRY & HEARDY,
2000). No Brasil, a leptospirose faz parte das doencas incluidas no Programa nacional de
Sanidade Suidea (PNSS) do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).
Segundo o regulamento do MAPA (BRASIL, 2002), “Toda granja de suideos certificada
devera ser livre de peste suina cldssica, doenca de Aujeszky, brucelose, tuberculose, sarna, e
livre ou controlada para leptospirose”. Estabelece ainda, nas NORMAS PARA
CERTIFICACAO DE GRANJAS DE REPRODUTORES SUIDEOS, que:

3.3.8. Para a Leptospirose, as granjas terdo duas opcdes.

3.3.8.1 Nas granjas de reprodutores consideradas livres de leptospirose, serd obrigatério o
controle sorolégico, devendo ser realizadas provas soroldgicas de microaglutinacdo, com
intervalo de seis meses. Os soros devem ser testados frente aos sorovares L. canicola, L.
grippothyphosa, L. hardjo, L. icterohaemorrhagiae, L. Pomona, L. Bratislava e
apresentando resultados negativos.

3.3.8.2. A critério da autoridade sanitdria competente, poderdo ser acrescentados outros
sorovares.

3.3.8.3. As granjas de reprodutores consideradas controladas para leptospirose, pelo uso de
vacina, deverdo conter no certificado a expressdo “Granja vacinada para leptospirose”,

devendo a vacina a ser utilizada conter todos os sorovares constantes no item 3.3.8.1.

3.1. Cadeia epidemiolégica da Leptospirose suina

Os suinos sdo suscetiveis a varios sorovares (FAINE, 1982), sendo considerados
hospedeiros definitivos dos sorovares Pomona, Bratislava e Tarassovi e hospedeiros

acidentais dos sorovares Icterohaemorrhagiae, Canicola, Autumnalis, Hardjo e Grippotyphosa
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(ELLIS, 1992). Assumem papel de reservatdrios de leptospiras, inclusive para outras espécies e
para o homem, por apresentarem algumas particularidades tais como: ao se infectarem
apresentam prolongado periodo de leptospiremia, geralmente sem externar sinais clinicos;
apresentam na urina, em poucos dias (20-30 dias) apds a infec¢do, alta concentracdo de
leptospiras vidveis e podem elimind-las por periodo superior a um ano (SOBESTIANSKY et
al.,1999).

A aquisicdo de fémeas e machos para reproducdo origindrios de outras granjas
assume um importante papel na transmissdo da leptospirose suina, com o risco de serem
adquiridos animais portadores da doenca (MORES, 1999). Ambientes por onde circulam
roedores sdo constantemente contaminados também por leptospiras eliminadas pela urina
destes animais (SANTA ROSA et al.,, 1980). O Rattus norvegicus ocupa uma posicdo de
destaque na transmissdo da leptospirose suina, sendo uma importante fonte de infeccao
(VASCONCELLOS, 1987). Os suinos infectam-se através do contato com dgua ou alimentos
contaminados, com urina, fetos abortados e descargas uterinas de animais portadores. A
infeccdo pode ocorrer pela via oral, venérea, pele lesada, conjuntiva ou outras mucosas
(SANTA ROSA et al., 1980). Entre 30 e 60 dias apds a infec¢do, a urina de um suino
infectado pode conter grande quantidade de leptospiras que contribuirdo para a disseminacao
do agente numa granja. Os portadores podem eliminar leptospiras intermitentemente, até
varios meses apds a infeccio (SOBESTIANSKY et al, 1999). Assume importincia na
suscetibilidade da leptospirose suina as primiparas ou marras, origindrias da prépria granja ou
recém-adquiridas, que podem abortar. Na primeira entrada da leptospirose suina em uma
granja, fémeas mais velhas podem também ser afetadas, com quadros de abortamento, elevada
taxa de mumificacao fetal, natimortalidade e leitdes com baixa vitalidade. Os leitdes lactantes
infectados por leptospiras apresentam debilidade geral. Animais mais velhos, principalmente

na fase de recria e terminacao, sdo pouco susceptiveis a doenga (SOTO et al., 2007).

3.2. Isolamentos de Leptospira spp em suinos no Brasil e no mundo

Um dos primeiros isolamentos de Leptospira spp a partir de amostras biologicas de
suinos foi realizado na Austrdlia por Johnson em 1939. As leptospiras pertenciam aos
sorovares Pomona e Tarassovi. A partir de entdo o sorovar Pomona foi isolado na Itdlia,
Argentina, Estados Unidos, Russia, Portugal e Franca. Nos Estados Unidos, além do sorovar
Pomona, foram isolados os sorovares Grippotyphosa e Bratislava. No Canada foram isolados

os sorovares Bratislava e Pomona. No Chile foram isolados sorovares Bratislava, Kennewicki,



O 00 N o u B~ W N R

w W W W W N N N N N NN N N NN PR R R, R, R, R, R R
A W N P O O 0 N OO0 1 B W N P O O 0O N O UL B W N —» O

19

San Martini, Pomona, Icterohaemorrhagiae e Canicola sendo que os quatro dltimos também
foram isolados em paises como Venezuela e Peru. O sorovar Bratislava também foi isolado de
suinos na Alemanha e Irlanda. Em Cuba e Portugal o sorovar Mosdok foi isolado a partir de
amostras renais de suinos. Na Asia foram isolados os sorovares Pomona e Tarassovi (SOTO
et al., 2007). Além dos sorovares Pomona e Tarassovi, Perry & Heardy (2000) isolaram na
Austrélia os sorovares Bratislava e Hurstbridge.

No Brasil Leptospira spp tem sido isolada a partir de amostras de suinos desde a
metade do século XX. Um dos primeiros estudos foi realizado por Guida (1947), que isolou
trés amostras de leptospiras de seis suinos procedentes do Municipio de Rio Claro, Estado de
Sao Paulo. O sorovar Hyos também foi isolado por Guida (1958) a partir de amostras de rins
de suinos do Estado de Sao Paulo, e leptospiras com reacdo soroldgica para os sorovares
Grippotyphosa, Australis, Ballum, Canicola, Icterohaemorrhagiae e Tarassovi foram isoladas
de rins de suinos clinicamente normais, procedentes do Municipio de Rio Claro, Estado de
Sao Paulo. Guida et al. (1959), ao investigarem um surto de leptospirose em suinos em uma
granja no Municipio de Sao Paulo, Estado de Sao Paulo, isolaram o sorovar Canicola através
de teste de isolamento em cobaias e prova de SAM. Ainda no Estado de Sao Paulo, o sorovar
Canicola foi isolado de rim de suino aparentemente normal por Castro et al. (1962). Santa
Rosa et al. (1962a) isolaram o sorovar Pomona a partir da urina de uma fémea suina que havia
abortado, e a partir de 283 amostras de rins de suinos, clinicamente sadios, abatidos para
consumo humano em matadouro do Estado de Sao Paulo, isolaram cinco estirpes de
leptospiras, sendo um do sorovar Icterohaemorrhagiae e quatro pertencentes ao sorovar Hyos
(SANTA ROSA et al., 1962b). A partir de fetos suinos abortados, o sorovar Pomona foi
isolado nos Estados de Sao Paulo, Parand e Rio Grande do Sul (SANTA ROSA et al., 1973;
OLIVEIRA et al., 1980). Freitas et al. (2004), realizaram um estudo em Londrina, Estado do
Parand, onde foram analisadas amostras de figado, obtidos em abatedouro, de 36 f€meas
suinas naturalmente infectadas, € na ocasido isolaram Leptospira spp sorovar Canicola em
duas amostras das 36 amostras. Shimabukuro (2003), a partir de 88 amostras de rins de suinos
abatidos em frigorifico localizado na regido de Botucatu, Estado de Sao Paulo, apesar de ndo
ter sido feita tipificagcdo, suspeitou por sorologia ter isolado os sorovares Icterohaemorrhagiae
e Autumnalis. Miraglia (2005) isolou cinco estirpes do figado, orgaos reprodutivos e rins de
137 fémeas suinas abatidas em frigorifico provenientes de granjas do Estado de Sdo Paulo

tipificadas como pertencentes ao sorogrupo Pomona.
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3.3. Inquéritos soroldgicos para Leptospirose suina no Brasil e no mundo

Desde a década de 50, paralela e conjuntamente com as tentativas de isolamento,
inquéritos sorolégicos para Leptospira spp tém sido realizados em todos os continentes do
globo. No Oriente Médio, Van der Hoeden em 1956 (SOTO et al., 2007) evidenciou titulos
para o sorovar Canicola em quatro criacdes de Israel. Michna & Campbell (1969),
investigaram 91 propriedades de criacdes de suinos na Escécia onde examinaram, pela SAM,
695 animais, nos quais houve o predominio para o sorovar Canicola (73,3%). Em 14
propriedades houve 79 reatores para o sorovar Icterohaemorrhagiae. Na ocasido afirmaram
que os sorovares de maior frequéncia de registro na espécie suina no mundo sio Pomona,
Tarassovi, Canicola e Icterohaemorrhagiae. Hathaway & Little (1981), detectaram altas taxas
de amostras reagentes para o sorovar Icterohaemorrhagiae, no entanto, o sorovar Canicola
também foi identificado na Irlanda e na Escdcia. Na Rissia, Parlov et al. (1971), detectaram
os sorovares Pomona, Tarassovi, Bataviae, Grippotyphosa e Saxkoebing através da SAM em
347 suinos de granjas comerciais. Os sorovares Pomona e Tarassovi estavam envolvidos em
83% das amostras reagentes.

Na Europa, a Leptospirose em suinos, pelo sorovar Australis, emergiu como em
paises como Alemanha, Itdlia, Franca e Holanda (HATHAWAY & LITTLE, 1981;
HARTMANN, et al., 1984). Perea et al. (1994), em inquérito sorolégico para a Leptospirose
suina, examinaram 521 fémeas origindrias de 28 granjas da regido sudoeste da Espanha,
Provincia de Badajoz, encontrando 10,56% de animais sororeagentes em um total de 39,28%
de criacdes afetadas, com a presenca dos sorovares: Pomona (6,53%), Castellonis (1,15%),
Sejroe (1,15%), Grippotyphosa (0,96%), Australis (0,38%), Icterohaemorrhagiae (0,19) e
Hebdomadis (0,19%).

Nos EUA, Jenkins et al. (1979), realizaram no Estado do Alabama sorologia para a
Leptospirose suina em 627 animais e obtiveram 19,3% de sororeagentes sendo os sorovares
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Hardjo e Grippotyphosa os mais frequéntes. Foram
identificados também, em menor nimero, os sorovares Ballum, Autumnalis, Pyrogenes e
Bataviae. Miller et al. (1990), também nos EUA, no Estado de Iowa, evidenciaram sorologias
positivas para Leptospira interrogans em 78% dos 578 casos de falhas reprodutivas de fémeas
suinas. Os sorovares mais frequéntes foram Kennewicki e Grippotyphosa.

No Peru, o sorovar Canicola foi identificado através da sorologia como o de maior
frequéncia na criacdo suina (PAZ-SOLDAN et al, 1991). Na Australia, Chappel (1998)

examinou 10.440 amostras de soro de suinos abatidos em Victdria e encontrou a prevaléncia
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de 3,7 % sororeagentes para o sorovar Pomona. Um estudo realizado em suinos selvagens
nesse pais, de 195 amostras examinados, 20% soroconverteram para a Leptospirose. Destas,
63% sororeagiram para o sorovar Pomona e somente dois dos 195 animais sororeagiram para
o sorovar Hardjo. O restante dos animais soroconverteram para: Canicola, Copenhageni,
Grippotyposa, Szwajizak, Tarassovi e Zanoni (SOTO et al., 2007).

No Japdo, Kazami et al. (2002), investigaram a soropositividade em fémeas suinas de
dois criatérios das cidades de Gumma e Chiba com nascimento de leitdes fracos, prematuros e
natimortos. Os resultados revelaram elevados titulos para os sorovares Copenhageni, Canicola
e Icterohaemorrhagiae.

Em levantamento sorolégico conduzido com matrizes suinas no sul do Vietna em
1990, as variantes de leptospiras prevalentes foram: Autumnalis, Akiyama, Bratislava, Jez,
Icterohaemorrhagiae, Kantorowicz, Pomona, Borgpetersenii Tarassovi, Kirschneri e
Grippotyphosa. Variagdes na soroprevaléncia foram encontradas para os sorovares Bratislava
e Icterohaemorrhagiae (BOQUIST et al., 2005).

No Brasil, levantamentos sorolégicos realizados por Reis et al. (1973) em Minas
Gerais, Oliveira (1977) em Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Larsson et al. (1984) em Sao
Paulo, Parand e Santa Catarina e Langoni et al. (1995) em Sao Paulo, detectaram o
predominio de anticorpos contra os sorovares Pomona e Icterohaemorrhagiae. Favero et al.
(2002) analisando resultados dos exames sorolégicos de leptospirose suina, no periodo de
1987 a 1997, constataram maior frequéncia de reacdes para o sorovar Icterohaemorrhagiae
(33,0% a 66,6%) nos Estados de SP, SC, PR e GO, para o sorovar Pomona (100%, 33,3% e
47,7%) no RS, RJ e PE respectivamente, para o sorovar Grippothyphosa (33,3%) em MG e
para o sorovar Autumnalis (50%) no CE. Delbem et al. (2002), no periodo de 1999 a 2000,
pesquisando em propriedades de suinos da regido norte do Parand, detectaram maior
frequéncia de reacdes para o sorovar Icterohaemorrhagiae. O mesmo foi observado por
Shimabukuro et al. (2003) que também relataram predominio do sorovar Icterohaemorrhagiae
em suinos de abatedouro da regido de Botucatu no Estado de Sao Paulo. Azevedo et al.
(2008), ao analisarem 131 amostras de suinos abatidos no matadouro publico da cidade de
Patos, Estado da Paraiba, Brasil, encontraram uma prevaléncia de 33,6% de aglutininas anti-
Leptospira spp. O sorovar mais frequente foi o Pomona (29,0%), com 38 animais
sororeagentes. Também foram constatadas reagdes soroldgicas para os seguintes sorovares:
Pyrogenes (2,3%), Canicola (1,5%) e Shermani (0,8%). Eles relatam que nesse estudo, houve
diferenca significativa na soroprevaléncia para o sorovar Pomona em relagdo aos demais

sorovares.
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4. A DOENCA NO HOMEM E A IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA

O caréter zoond6tico € um dos aspectos mais importantes da leptospirose. A doenca
vem se consolidando cada vez mais, quer como zoonose, quer como problema de sadde
publica, assumindo papel importante na patologia humana devido a taxa de letalidade que
pode ser alta, principalmente em individuos acometidos pela forma ictérica (GOMES, 2007,
BRASIL, 1995). A infeccdo é considerada uma doenca de risco ocupacional, atingindo
diferentes categorias profissionais, especialmente trabalhadores em arrozais e canaviais,
mineracdo, abatedouros e saneamento ambiental, além de tratadores de animais. Essas
atividades geralmente sdao executadas na auséncia de recursos tecnolégicos e de equipamentos
de seguranca, por mdo-de-obra desqualificada e mal remunerada, o que aumenta ainda mais o
risco de infeccio (ALMEIDA et al., 1994). Em alguns paises, a leptospirose € considerada
doencga ocupacional para magarefes, fazendeiros e veterindrios (BATISTA, 2007).

O primeiro relato encontrado na literatura sobre Leptospirose em suinos é de
Wagener que em 1942 descreveu na Alemanha a transmissao da doenca ao homem. No
Brasil, um dos primeiros relatos de uma possivel transmissao da leptospirose suina ao homem
foi feito por Guida em 1959 onde em um surto de leptospirose suina em uma granja da cidade
de Sao Paulo-SP, dois tratadores dos suinos desta criagdo apresentaram titulos de aglutininas
de 1:400 e 800 para o sorovar Canicola, no entanto, ndo foram constatados sintomas
caracteristicos da doenga (SOTO et al., 2007). Campagnolo et al. (2000), analisaram um surto
de leptospirose com 240 habitantes no Missouri (EUA), associado com 1.700 suinos
infectados pela doenca e concluiram que a leptospirose representou um risco para oS
produtores e funciondrios que abatem suinos. Procedimentos como higiene adequada das
instalacOes, saneamento e educagdo em saude dos funciondrios foram medidas essenciais para
a reducdo do risco de exposi¢do por leptospiras.

Os produtores e funciondrios que trabalham diretamente no abate de suinos t€m risco
ocupacional de adquirirem a leptospirose suina (SOTO et al, 2007). Apesar do risco
ocupacional, a incidéncia de pessoas sororeagentes a prova de aglutinacdo em individuos com
grande contato com animais infectados € consideravelmente baixa, e casos clinicos no homem
sdo incomuns. A infec¢do humana ocorre, principalmente, pelo contato com urina ou
conteudo uterino infectados. Individuos podem se infectar pela manipulacdo de visceras ou
urina de fémeas que abortaram pela L. interrogans sorotipo Pomona. As leptospiras podem
ser encontradas no leite durante o periodo febril, no quadro agudo da doenca, mas sua

permanéncia é muito curta e em geral ndo resistem a pasteurizacdo (GOMES, 2007).
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5. DIAGNOSTICO

O diagndstico da leptospirose suina pode ser realizado através de sinais
epidemioldgicos da doenca, sinais clinicos dos animais e confirmados por diferentes métodos
laboratoriais (FAINE et al., 1999). Entretanto, segundo Ellis (2006) o diagndstico clinico é
dificil, pois os sinais clinicos sdo quase inaparentes e por esta razdo, o diagndstico usualmente
se baseia nos resultados de exames laboratoriais. As diversas técnicas laboratoriais visam a
deteccdo direta ou indireta do agente ou do seu material genético (FAINE et al., 1999;
SANTA ROSA et al., 1970). Para a determinacdo da ocorréncia da leptospirose suina em um
rebanho, indica-se a associacdo de meios diagndsticos, ou seja, a combinacdo de provas
sorologicas e bacteriol6gicas (LARSSON et al., 1984). As técnicas de histopatologia sdo em

geral inespecificas e apenas auxiliam no processo diagndstico.

5.1. Diagnéstico epidemiologico

Devido ao grande grau de dependéncia ambiental das leptospiras, a epidemiologia da
leptospirose suina estd intimamente relacionada ao ambiente, uma vez que este fornece as
condicdes para instalacdo de um foco de infeccdo que ird disseminar o agente uma vez que
sdo microorganismos muito delicados e muito sensiveis as adversidades do ambiente tais
como luz solar, temperaturas elevadas ou muito baixas e auséncia de umidade. Dos muiltiplos
sorovares ja identificados, sdo comuns a todos a necessidade de umidade e extrema
sensibilidade ao meio ambiente. Dessa forma, a umidade passa a ser entdao um fator ambiental
de grande importancia epidemioldgica na leptospirose suina. As leptospiras podem persistir €
até multiplicar-se em um meio ambiente favordvel durante varios meses. Como as leptospiras
saem do corpo do hospedeiro, principalmente pela urina, a transmissdo exige exposicdo a
materiais do ambiente contaminados pela urina dos animais infectados (SOTO et al., 2007).
Assim, como a ocorréncia da leptospirose suina € determinada pelo grau de umidade, fatores
climaticos como estacdo de chuvas, temperatura, vento e umidade relativa do ar influem de
maneira importante na epidemiologia da doenga. Ecologicamente, as regides tropicais e
subtropicais sdo mais favordveis para a doenca do que as regides temperadas, secas e frias
(FAINE, 1982).

Uma vez que o agente se refugia da resposta imune do hospedeiro, e deste consegue
uma saida, como a urina na leptospirose suina, o hospedeiro se converte em reservatorio, cujo

papel € de grande importancia no ciclo da infec¢do (SOTO et al., 2007). Fatores como idade e
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género (principalmente as fémeas), influem profundamente na presenca da leptospirose em
uma granja. Outro fator importante € a ampla variedade de espécies susceptiveis que também
se comportam como reservatorios. No caso dos suinos, os roedores, muito comuns nas granjas
devido a abundancia de alimento e abrigo, sdo importantes reservatorios de diversos sorovares
de leptospiras. Essas informagdes sdo fundamentais e devem ser coletadas durante a
investigacao in locu e podem auxiliar no diagnéstico epidemioldgico da leptospirose (FAINE,
1982; SIMOES, 1986).

A densidade da populacdo de animais, em geral bastante alta nas criagdes industriais
de suinos, constitui uma caracteristica epidemioldgica fundamental que influi diretamente na
ocorréncia da leptospirose no plantel. Quanto maior a propor¢cdo de animais por unidade de
drea, aumenta-se o risco de exposi¢ao por contato direto a fonte comum. Um pequeno nimero
de animais portadores em um ambiente favordvel (imido) pode contaminar rapidamente todo
o meio, dificultando que um individuo escape da exposicao (SOTO et al., 2007).

A procedéncia dos animais adquiridos também assume grande importancia. Fémeas
reprodutoras adquiridas podem ser oriundas de granjas ou de exposi¢cdes de animais onde a
leptospirose pode estar presente. A introducdo destes animais em novas unidades favorecerd a
disseminacdo das leptospiras. Veiculos e visitantes também podem ser meios de transmissao

da leptospirose suina (MORES, 1999; SOBESTIANSKY et al., 1999).

5.2. Diagnéstico clinico

O diagnéstico da forma clinica da leptospirose suina € dificil uma vez que
dificilmente os animais, principalmente os adultos, externam sintomas. Animais portadores de
leptospiras passam despercebidos pelos tratadores e pela inspecdo ante-mortem nos
matadouros-frigorificos, sendo as vezes identificadas lesdes sugestivas de leptospirose apenas
na inspecdo post-mortem. Em animais jovens, os sinais clinicos como febre, anorexia,
ictericia ¢ hemoglobiniiria podem ser sugestivos de leptospirose (CORREA & CORREA,
1992). Nas fémeas suinas, os sinais clinicos afetam a esfera reprodutiva com a ocorréncia de
abortamentos, partos distocicos, leitegadas pequenas, baixo numero de nascidos totais,
mumificagdo fetal, natimortalidade e nascimento de leitdes fracos que ndo sobreviverdo,
aumentando significativamente o indice de mortalidade (SOTO et al., 2007). Outras moléstias
infecciosas como a brucelose, parvovirose, peste suina e pseudoraiva podem também

determinar quadros clinicos semelhantes (SOBESTIANSKY et al., 1999).
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5.3. Diagnéstico laboratorial direto

Na ocorréncia da forma clinica da Leptospirose suina, com presenca de lesdes,
podem ser utilizadas duas formas principais de diagndstico laboratorial direto. A primeira por
colheita de sangue heparinizado e urina, para exame direto em microscopio de campo escuro
ou contraste de fase. Uma gota de sangue ¢ examinada a fresco entre lamina e laminula. A
urina é submetida a enriquecimento por centrifugacdo e o sedimento € analisado. Este teste
apresenta algumas desvantagens que limitam sua utilizacdo, tais como: baixa sensibilidade,
necessidade de examinador qualificado, avaliacdo de véarias amostras de um mesmo animal
devido a eliminagdo intermitente de leptospira pela urina e lise bacteriana pelo pH acido da
urina (BOLIN et al., 1989; VASCONCELLOS, 1979). O segundo método ¢é realizado pelo
cultivo bacteriano em meio bacteriol6gico como o de Fletcher, ou por inoculacdo em cobaias
e hamsters (CORREA & CORREA, 1992). A cultura de leptospira a partir de fluidos
corporais € a forma mais adequada, mas apresenta como desvantagem alta demanda de tempo,
chegando a levar mais de seis meses (OLIVEIRA, 1988), é muito laboriosa, com uma baixa
sensibilidade. O diagnéstico post mortem pode falhar, pois as leptospiras podem morrer antes
da inoculag¢dao no meio de cultura (SHIMABUKURO et al., 2003). Contudo, o isolamento do
agente permite o diagndstico definitivo, pois propicia a identificacdo do sorovar infectante
que € necessdario para a conducdo de estudos epidemiolégicos e profildticos da doenca
(FAINE et al., 1999; VASCONCELLOQOS, 1987).

Apesar das limitagdes, as técnicas de biologia molecular vém se destacando por
preencherem as lacunas de sensibilidade e praticidade das outras provas diagndsticas
utilizadas na pesquisa de leptospiras. Como o alvo dessas técnicas € o DNA, uma molécula
muito estavel que pode ser facilmente detectado ainda quando da utilizacdo de amostras
autorizadas e/ou contaminadas, a utilizacdo desses métodos proporciona o diagndstico rapido
e sensivel, particularmente nos casos em que outras provas seriam invidveis. A técnica de
PCR € especifica, sensivel e rdpida para o diagndstico da leptospirose suina, sendo um
importante meio de diagnostico, bem como para investigacdes epidemiolégicas (SOTO et al.,
2007). Trabalhos com bovinos evidenciaram que esta técnica € capaz de detectar de 5 a 10
leptospiras/ml de urina. Entretanto, ela utiliza alta tecnologia e de grandes investimentos
(GOMES, 2007).

Técnicas recentes na pesquisa de leptospiras em fluidos t€ém sido aperfeicoadas
através do teste de ELISA de captura ou pela imuno-histoquimica (IHQ). Os resultados

obtidos com estas técnicas ampliam a capacidade de detec¢do das leptospiras integras ou



O 00 N o u B~ W N R

w W W W W N N N N N N NN N N DN P PR R R, R, R, R R
A W N B O VO 0O N O Ul B~ W N P O LV 00 N OO ;o B~ W N -, O

26

fragmentadas. O agente € detectado com o auxilio de anticorpos especificos marcados com
enzimas como peroxidase ou com fluoresceina (GOMES, 2007).

As técnicas de impregnacdo pela prata como a técnica de Levadite e a Warthin-Starry
sdo utilizadas rotineiramente na identificacio de alguns tipos de espiroquetas, entretanto
alguns inconvenientes como problemas de estabilidade dos reagentes, custo elevado, falhas
em identificar microorganismos ou seus produtos antigénicos principalmente quando em meio
intracelular e coloracdo de estruturas ndo identificadas como leptospiras podem limitar sua
utilizacdo (ALVES, 1987; SCANZIANI et al., 1989). Alguns autores, porém, referem 6tima
estabilidade, menor custo e tempo no processamento da técnica de Warthin-Starry quando

comparada a outras provas argénticas (HAANWINCKEL et al., 2004).

5.4. Diagnéstico laboratorial indireto

A técnica da SAM € o método de diagndstico indireto mais praticado para pesquisa
de Leptospirose, principalmente em suinos, mesmo com a disponibilidade de vdarias outras
técnicas. E também o método de referéncia preconizado pela Organizacio Mundial da Sadde
e € considerada uma técnica sorogrupo especifico (FAINE et al., 1999).

O ponto de partida da SAM ¢ a diluicdo dos soros de 1:100, na mistura final
soro/antigeno. A execucdo de exames em dilui¢des inferiores a este valor aumenta a
frequéncia de reacgdes inespecificas. (VASCONCELLOS et al.,1990). Os soros sdo triados
nesta diluicdo frente a uma cole¢do de antigenos do laboratério e a segunda etapa da reagdo
serd o reteste do mesmo com as variantes soroldgicas em que houve aglutinagcdo na triagem,
porém em uma série de diluigdes geométricas de razdo dois (titulagdo). O titulo do soro €, por
defini¢do, a reciproca da sua maior diluicdo aonde ainda ocorre aglutinacdo (SANTA ROSA,
1970).

A colecdo de antigenos mantida por um laboratério que execute o teste SAM como
método de rotina pode variar de uma localidade para a outra e também segundo as espécies
animais cujos soros sdo examinados. No entanto, para fins de Vigilancia Epidemioldgica, €
recomendavel que as colecdes sejam constituidas com pelo menos uma variante sorologica
por sorogrupo e de algumas estirpes de importancia regional (FAINE, 1982).

A interpretagdo da SAM pode sofrer interferéncia por fatores tais como o uso de
vacinas polivalentes (OLIVEIRA, 1999) e devido as reacdes cruzadas que ocorrem entre
sorogrupos distintos, principalmente na fase aguda da doenca (FAINE, 1994). Assim o

histérico do uso de vacinas contra a Leptospirose suina em fémeas reprodutoras € importante
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para a interpretacdo dos resultados, uma vez que esses animais podem apresentar titulos de
anticorpos vacinais. Entretanto, os titulos de anticorpos vacinais detectdveis na SAM nao
ultrapassam a titulacdo 1:400 e tendem a diminuir até atingir niveis ndo perceptiveis em,
aproximadamente, dois meses. Apesar do decréscimo dos titulos de anticorpos vacinais, o
animal estard protegido por até 6 meses através da formacdo de IgG estimulada pela
vacina¢do (SOBESTIANSKY et al., 1999). O anticorpo inicialmente formado pelo estimulo
vacinal € a IgM que ¢é detectada prioritariamente no teste da SAM, e posteriormente ocorre a
formacao de 1gG.

A técnica de ELISA é uma técnica de valor na detec¢do de imunoglobulinas
especificas da classe IgM, IgG e IgA, possibilitando a distincdo da infeccdo recente, da
ocorrida no passado, com uma unica amostra de soro. Essa técnica € mais sensivel e
especifica que a reacdo de soroaglutinacdo. Ha pesquisa de IgM no liquido cefaloraqudiano
(LCR) pela técnica de ELISA e o emprego da saliva para o diagndstico rapido da leptospirose,
detectando anticorpos especificos da classe [gM (GOMES, 2007).

As lesdes decorrentes da presenga do agente em cortes histoldgicos podem ser
identificadas pela coloragdo Hematoxilina-Eosina. Alteragdes histoldgicas em suinos durante
a fase aguda da leptospirose foram relatadas por Hanson e Tripathy em 1986. Essas alteracdes
sdo caracterizadas por lesdo tubular renal (necrose e/ou degeneracdo), necrose focal do figado,
infiltracdo linfocitica da glandula adrenal e meningoencefalite associada a infiltracdo
linfocitica perivascular. Durante a fase cronica da doenca, as principais alteragdes
histopatoldgicas ocorrem no rim e sdo caracterizadas por uma nefrite intersticial focal que
pode assumir cardter progressivo. O infiltrado inflamatério, que consiste de linfécitos,
macréfagos e plasmdcitos, pode ser extenso em algumas dreas. Alteragdes como fibrose e/ou
atrofia dos glomérulos, espessamento da capsula de Bowman contendo material eosinofilico
granular podem estar presentes. Demais alteracdes consistem em atrofia ou hiperplasia e
presenca de debris necrdticos no limen tubular e hemorragias no espacgo intersticial
(HASHIMOTO, 2006).

Diversos estudos para o desenvolvimento de técnicas de diagndstico laboratorial
mais sensiveis e especificas que as atualmente utilizadas tém sido realizados. Destaca-se entre
eles os trabalhos com a técnica de diagndstico precoce que utilizou anticorpos fluorescentes
dirigidos contra a proteina de membrana LipL.32 existente somente em sorovares patogénicos.
Outros estudos avaliaram a reag¢do de contraimunoeletroforese como teste género-especifico

para diagnostico da leptospirose suina. O procedimento apresentou seguranga, rapidez e
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facilidade de execug¢do com baixo custo, sendo ideal para a andlise de grande nimero de

amostras (SOTO et al., 2007).

6. CONTROLE E PROFILAXIA

O controle e profilaxia da infec¢do em suinos sdo feitos baseados na vacinagdo dos
animais suscetiveis, nas acdes de controle sobre as fontes de infeccdo (animais domésticos e
sinantrépicos) buscando a diminui¢do de leptospiras eliminadas no ambiente e no
mapeamento e eliminag¢do dos fatores que aumentam a sobrevida das leptospiras em auséncia

de parasitismo no ambiente (GUIMARARES et al., 1982/1983).

6.1. Controle através de antibioticoterapia

Com vistas a prevenc¢do, o tratamento medicamentoso das fontes de infec¢do tem por
objetivo principal reduzir a transmissdo do agente. Os antibidticos utilizados irdo cessar a
eliminacdo do agente através da urina, s€men e secrecao vaginal.

Dos diversos produtos ensaiados para tal fim a estreptomicina aplicada pela via
parenteral, usualmente na concentragio de 25 mg/kg de peso vivo, tém sido a medicacao de
escolha (GUIMARAES, et al., 1982/1983) entretanto, tém sido aventadas restricdes quanto a
presenca de residuos deste antibidtico nos alimentos de origem animal (ELLIS, 1994). Badke
(2001) sugere uma associacdo de Penicilina e Dihidroestreptomicina, ocorrendo assim um
sinergismo. Enquanto a penicilina age na parede da leptospira, a Dihidroestreptomicina
interfere no RNA (ribossomo). Os resultados de estudos realizados em modelos biolégicos
experimentais. (ALT & BOLIN, 1996; SANTOS, et. al., 2001) convergem para uma possivel

utilizag@o de outros antimicrobianos, como as cefalosporinas.

6.2. Medidas preventivas aplicadas aos suscetiveis

As vacinas atualmente disponiveis no mercado brasileiro contra a leptospirose sdao
polivalentes, produzidas com cepas integras inativadas do agente. Os sorovares comumente
utilizados para producdo da vacina sdo: Canicola, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni,
Pomona, Grippotyphosa e Bratislava. O esquema de vacinacdo mais freqiiente consiste na
aplicacdo de duas doses da vacina nas marrds ou primiparas, com um intervalo de 14 dias

entre as doses e entre a ultima dose e a cobertura. Fémeas matrizes acima de um parto devem
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ser vacinadas durante a lactacdo, em torno de 14 dias antes da cobertura ou na primeira
semana de lactacdo. Para os machos, a vacinacdo deve ser semestral apds a aplicagcdo das duas
doses iniciais da vacina (CARVALHO, 2005).

Nos animais domésticos de produgdo (suinos e bovinos) tem ocorrido uma tendéncia
para o estabelecimento de uma sistematica de vacinacdo associada ao ciclo reprodutivo
individual das fémeas ao invés do esquema tradicional de uma vacinacdo simultanea de todos
os componentes da populacdo no menor espaco de tempo possivel. A determinagdo da relagao
custo/beneficio dos programas de controle da leptospirose animal, incluindo avaliacdo da
vacinagdo isolada ou combinada ao tratamento com antibiéticos e modificagdes ambientais é
um ponto de destaque (MOREIRA, 1994).

As bacterinas anti-leptospirose de uso animal sdo controladas segundo protocolos
internacionais que incluem testes de inocuidade e de poténcia (BEY & JOHNSON, 1986), no
entanto a despeito de atenderem estas exigéncias foi constatado que em algumas ocasides 0s
animais vacinados adquirem protecdo contra a doenga, mas ndo contra a infec¢do e podem
eliminar leptospiras via urina (PIMENTEL, 1999).

E sabido que as vacinas anti-leptospirose em suinos previnem a ocorréncia da
doenca, entretanto, a especificidade dos sorovares € fator limitante na eficiéncia das vacinas
(mortas com células integras) (SOTO et al., 2007). Apesar do consenso de que a protecdo é
sorovar especifica (PRESCOTT et al., 1991), tem sido investigada a protecdo cruzada entre
representantes de um mesmo sorogrupo (COSTA et al., 1998; TABATA et al. 2002).

A interferéncia da vacinacdo nos resultados dos testes de diagndstico tem sido
investigada e parece ser possivel o ajuste de concentracdes de antigeno vacinal de modo a ser
conferida a protecdo exigida com pouca influéncia nos resultados dos testes sorolégicos
(FAVERO et al., 1997).

Em granjas de suinos positivas para a leptospirose, a erradicacdo da doenca € dificil.
Programas de descarte de fémeas acima de seis partos e comprovadamente sororeagentes para
a leptospirose suina podem contribuir para a diminuicio das fontes de infec¢ao (SOTO et al.,

2007).

6.3. Medidas de combate aos reservatorios animais sinantrépicos

Os representantes da familia Muridae (Rattus rattus, Rattus norvegicus e Mus

musculus) sao animais originarios do continente asidtico que através das grandes navegacoes

N

ocorridas no passado foram distribuidos por todo o globo, persistindo gragas a extrema
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capacidade de adaptacdo. No Brasil, esses animais estdo presentes nos ecossistemas rurais e
urbanos e mantém estreito vinculo com os seres humanos que propiciam as condi¢des de
abrigo e alimentacdo. As medidas de combate a esses reservatdrios incluem a modificagdo
ambiental, as medidas preventivas, as medidas ofensivas, uso técnico de raticidas e a
educacdo em sadde que pressupde a introducdo de novos hdbitos culturais. A presenca de
estirpes de roedores geneticamente resistentes a warfarina ja foi confirmada no Brasil

(CARVALHO NETO, 1986).

6.4. Medidas preventivas aplicadas as vias de transmissao

As vias de elimina¢do implicadas com a disseminacdo da Leptospirose suina incluem
urina, sémen, produtos do abortamento e as secrecdes vaginais. (ELLIS et al., 1985; ELLIS, et
al., 1986). Os mecanismos de contigio podem ser indiretos: contato com materiais
contaminados (alimentos, dgua, fomites) e a pratica da inseminacdo artificial quando o sémen
€ colhido de doadores infectados; ou direto: transmissao venérea pela copula. (SLEIGHT &
WILLIAN’S, 1961). Ha controvérsias quanto a transmissao da leptospirose via inseminag¢ao
artificial (KIKTENKO, et al., 1976). Além do controle sanitario dos doadores de sémen
(HEINEMANN, et al.1999; HEINEMANN et al., 2000), estudos sobre novas combinacdes de
antibidticos acrescentados aos diluidores de sémen oferecem métodos seguros para o
bloqueio desta via de transmissao (MIRAGLIA, et al., 2001).

Piffer et al. (1998), afirmaram que uma granja suinicola oferece miltiplas maneiras
para a viabilidade, permanéncia e transmissdo da leptospirose através de caracteristicas
favoraveis do ambiente, do manejo e das instalacdes. DELBEM et al. (2004) relataram que as
leptospiras sdo langadas ao meio ambiente principalmente através da urina de roedores, e que
0s microrganismos encontram nas colecdes de dguas paradas, representadas por dreas
alagadicas, bebedouros do tipo canaleta e reservatérios de dgua ndo higienizados
periodicamente, condigdes para sobreviver e meios para alcangar um suino suscetivel. Como
as leptospiras sdo eliminadas no ambiente compartilhado por véarios animais, a prevengdo da
infeccdo € estreitamente dependente de medidas de saneamento da granja e de diagndstico da
doenca, que muitas vezes sdo dificeis de serem praticadas principalmente em granjas que nao
sao tecnificada (DELBEM et al., 2004). Devido a sua sensibilidade a diversos desinfetantes e
detergentes, o manejo de desinfec¢do da granja com a realizagdo do vazio sanitdrio no sistema
“all in all out”, “tudo dentro, tudo fora” sdo medidas importantes na elimina¢do do agente

presente nas instalacdes das granjas suinicolas (SOBESTIANSKY et al., 1999).
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Conjuntamente, realizar a drenagem das areas alagadicas préximas as instalacdes dos suinos,
a substituicdo dos bebedouros do tipo canaleta pelos automaticos e a higienizac¢do periddica
dos reservatérios de dgua. Quando ndo for possivel a troca por bebedouros automaticos,
sugere-se um programa de higienizacdo periddica dos bebedouros do tipo canaleta, pois tal
pratica parece ter sido eficiente para os reservatdrios de d4gua (DELBEM et al., 2004).

As préticas de saneamento ambiental da granja sdo importantes para o controle da
Leptospirose suina, no entanto, atencdo especial também deve ser dada ao destino das
excretas dos animais. Estudos experimentais podem ser realizados para a determinacdo de
tratamentos desse material que assegurem a destruicdo de leptospiras e possibilitem o
aproveitamento racional e seguro destes subprodutos para a adubagdo organica ou como fonte

de energia (DIESCH, 1971).
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Leptospirose em suinos de abate: estudo soroldgico e histopatolégico'

ftalo L. Figueiredoz, Severino S. S. Higinoz, Clebert J. Alvesz, Claudia Del Fava® ,

Maria E. Carretero3, Sérgio S. Azevedo?

ABSTRACT.- Figueiredo I.L., Higino S.S.S., Alves C.J., Del Fava C., Carretero M.E. &
Azevedo S.S. 2011. [Serology for Leptospira spp and histopathological findings in
slaughtered pigs in the Patos City, Paraiba, Brazil] Sorologia para Leptospira spp e
achados histopatolégicos em suinos abatidos na cidade de Patos, Paraiba, Brasil. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Doencas Transmissiveis, Unidade
Académica de Medicina Veterindria, Centro de Satdde e Tecnologia Rural, Universidade
Federal de Campina Grande, Av. Universitaria s/n, Patos, PB 58700-970, Brasil. E-mail:

sergio.azevedo @pg.cnpg.br

Leptospirosis is worldwide recognized for its zoonotic character and represent an
important cause of reproductive failure in livestock. Serological and histopathological tests
are constantly used as diagnostic tool of infection. This work was conducted in slaughtered
pigs in the Patos City, Paraiba State, Brazil aimed to determine the frequency of anti-
leptospira antibodies and to compare the serological findings with the histopathological
findings of kidney, liver, ovary and uterus. The microscopic agglutination test (MAT) was
performed on 126 animals. The histopathological examination performed in sections of livers,
kidneys, ovaries and uterus stained with hematoxylin-eosin (H.E.) were performed in 20
animals randomly chosen (10 from group with serological titre > 100 and 10 from group
<100). Parallely was carried direct search of leptospires by Warthin-Starry technique in
kidney samples from all animals seropositive and in 10 seronegative animals underwent HE.
In the 126 animals examined, 18 (14.6%) were seropositive, with prevalence of reactions to
Autumnalis serovar (11 animals; 8.73%). Four seropositive and two seronegative animals
showed diferent degrees of inflammatory infiltrate and necrosis in liver or kidney. The ovaries
and uterus no showed lesions. Direct analysis of leptospires by Warthin-Starry technique no
revealed positive animals in any sample tested. In the face of seropositivity found (14.6%),

suggest the importance of awareness by producers about the implementation of preventive

'Recebido em ...
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Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Av. Universitdria s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos, PB,
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measures aimed at preventing, or at least reduce the spread of leptospiras in pigs and

therefore, block the possible transmission of the agent to humans.

INDEX TERMS: leptospirosis, swine, histopathology, lesions, zoonosis.

RESUMO.- A leptospirose ¢ mundialmente reconhecida por seu cardter zoondtico e por
representar uma importante moléstia reprodutiva em animais de produgdo. Os exames
sorolégicos e histopatoldgicos sdo constantemente utilizados como ferramenta para o
diagnéstico da infec¢do. Este trabalho foi realizado em suinos abatidos no municipio de Patos,
Estado da Paraiba, Brasil com o objetivo de determinar a frequéncia de anticorpos anti-
Leptospira spp, comparando os achados sorolégicos com exames histopatolégicos de rim,
figado, ovério e ttero. A soroaglutinacdo microscopica foi realizada em 126 animais. Os
exames histopatolégicos realizados em cortes de figado, rim, ovério e ttero, corados pela
hematoxilina-eosina (H.E.) foram realizados em 20 animais escolhidos aleatoriamente, sendo
10 do grupo com titulos > 100 e 10 do grupo com titulos < 100). Paralelamente foi realizada
pesquisa direta de leptospiras pela técnica de Warthin-Starry em amostras de rim de todos os
animais soropositivos e nos 10 animais soronegativos submetidos a H.E. Dos 126 animais
examinados, 18 (14,6%) foram soropositivos, com predominancia de reacdes para o sorovar
Autumnalis (11 animais; 8,73%). Quatro animais soropositivos e dois animais soronegativos
apresentaram infiltrado inflamatdrio e necrose de graus variados em um dos rins e no figado.
Os ovérios e uteros examinados ndo apresentaram lesdes. A pesquisa direta de leptospiras
pela técnica de Warthin-Starry ndo revelou animais positivos em nenhuma amostra testada.
Em face da soropositividade encontrada (14,6%), sugere-se a importancia da conscientizagao
por parte dos produtores acerca da implantacdo de medidas de prevengdo adequadas com o
objetivo de impedir, ou pelo menos diminuir, a disseminacdo da leptospiras em suinos e,

consequentemente, bloquear a possivel transmissdo do agente para os seres humanos.

TERMOS DE INDEXACAO: leptospirose, suino, histopatologia, lesdes, zoonose.
INTRODUCAO

A leptospirose € uma das mais importantes zoonoses de ocorréncia mundial, de curso agudo

ou cronico, que acomete os animais domésticos, silvestres € 0 homem. Desta maneira assume

considerdvel importancia como problema econdmico e de saude publica (Faine et al. 1999,
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Mailloux 2001). A infeccdo € causada por diferentes sorovares de espiroquetas
morfologicamente e fisiologicamente semelhantes, porém antigénica e epidemiologicamente
distintas, onde todas pertencem ao género Leptospira spp, € sdo encontradas em quase todos
os paises (Blaha 1995, Lefebvre 2004).

Os suinos sdo susceptiveis a vdrios sorovares, sendo considerados hospedeiros
mantenedores dos sorovares Pomona, Bratislava e Tarassovi, e hospedeiros acidentais dos
sorovares Icterohaemorrhagiae, Canicola, Autumnalis, Hardjo e Grippotyphosa (Faine 1982,
Ellis 1992, Ellis 2006). Quando os suinos comportam-se como hospedeiros de manutencdo, ha
uma adaptacdo hospedeiro-parasita onde as leptospiras sdo mantidas no trato urindrio por
longos periodos, sendo eliminadas pela urina em condi¢cdes de viabilidade para infectar outros
animais (Oliveira 1999). Os sorovares Pomona, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Canicola,
Gryppotyphosa e Bratislava s@o os mais frequentemente encontrados infectando e causando a
doenca nos suinos. Dentre esses, 0s quatro primeiros ja foram isolados de suinos no Brasil
(Sobestiansky et al. 1999). Em suinos a infeccdo € uma importante causa de perdas
econdmicas por distirbios reprodutivos em todas as partes do mundo, principalmente para o
sistema de criacdo industrial praticado em paises do hemisfério norte, Austrdlia, Nova
Zelandia, Argentina e Brasil. Por vezes o agente estd associado com a forma clinica da
doencga, no entanto, evidéncias soroldgicas ratificam um estado subclinico apds exposi¢ao a
infeccdo (Ellis 2006, Jackson & Cockcroft 2007).

Levantamentos soroldgicos realizados por Larsson et al. (1984) em 500 suinos
abatidos no estado de Sao Paulo, Parand e Santa Catarina evidenciaram 8,40% de animais
soropositivos. No Rio Grande do Sul, o sorovar Pomona ja foi isolado de fetos abortados e de
portadores sadios abatidos em frigorifico (Oliveira 1988). Faria et al. (1989) revelaram
frequéncia de 7,70% de animais soropositivos em 610 matrizes provenientes de 63 granjas
tecnificadas das microrregides de Vicosa e Ponte Nova, no estado de Minas Gerais.
Shimabukuro et al. (2003) consideraram uma maior importancia epidemiolégica no Brasil
para os sorovares Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Djasiman e Hebdomadis. No Estado de
S@o Paulo, Azevedo et al. (2006) em uma granja de suinos com 164 fémeas, encontraram
16,5% soropositivas para pelo menos um sorovar de uma cole¢do de 24 testados, € os mais
frequentes foram Hardjo (Hardjobovis), com 54,2% dos animais sororreagentes. Outros
sorovares reagentes € suas respectivas frequéncias foram Shermani (16,6%), Bratislava
(12,5%), Autumnalis (12,5%) e Icterohaemorrhagiae (4,2%).

Este trabalho teve como objetivos determinar a frequéncia de anticorpos anti-

Leptospira spp em suinos abatidos no municipio de Patos, Estado da Paraiba, Brasil e realizar
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exames histopatolégicos, com o propdsito de avaliar a ocorréncia de lesdes renais, hepdticas,
uterinas e ovarianas associadas a infec¢ao bem como identificar o agente através da técnica de

pesquisa direta Warthin-Starry.

MATERIAL E METODOS

Animais e diagnéstico sorolégico da infeccdo por Leptospira spp. Foram utilizados 126
suinos de ambos os sexos, adultos, abatidos no matadouro publico de Patos, PB, nos meses de
Setembro a Novembro de 2009. Amostras de sangue foram colhidas durante a fase de sangria
em tubos de 10 ml, sem anticoagulante, para a realizacio da sorologia. O sangue foi
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos para a obtenc@o do soro que foi acondicionado em
microtubos de 1,5 ml e armazenado a -20°C até o processamento. O diagndstico da infeccao
por Leptospira spp foi realizado no Laboratério de Doengas Transmissiveis (LDT) da
Universidade Federal de Campina Grande, através da técnica da soroaglutinagdo microscépica
(SAM), de acordo com a metodologia descrita por Myers (1985). Foram utilizados como
antigenos 24 sorovares de Leptospira spp, sendo 22 patogénicos e dois saprofitas, mantidos
em meio de cultura artificial pelo LDT. Os sorovares de Leptospira spp utilizados foram:
Leptospira interrogans sorovares Australis, Bratislava, Autumnalis, Bataviae, Canicola,
Sentot, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Pomona, Pyrogenes, Wolffi e Hardjo
(Hardjoprajitno); L. borgpetersenii sorovares Castellonis, Whitcombi, Tarassovi, Javanica e
Hardjo (Hardjobovis); L. kirshneri sorovares Butembo e Cynopteri; L. inadai sorovar
Icterohaemorrhagiae; L. noguchii sorovar Panama; L. santarosai sorovar Shermani; e L.
biflexa sorovares Andamana e Patoc. A leitura da reacdo foi realizada em microscopio 6ptico
(Jena Zeiss) com condensador de campo escuro (MCE), com objetiva (Epiplan) 20x/0,2 e
ocular de 10 no aumento de 200 vezes, sendo avaliado o grau de aglutinag¢do. Inicialmente os
soros foram diluidos em 1:100 e aqueles que apresentaram 50% ou mais de aglutinacdo foram
considerados positivos. Posteriormente, os soros positivos foram diluidos geometricamente na
razdo dois para determinagdo do titulo, onde considerou-se como titulo final a reciproca da
maior diluicdo que apresentou pelo menos 50% de leptospiras aglutinadas. Para animais que

apresentaram reacOes para dois ou mais sorovares, considerou-se o sorovar com maior titulo.

Anadlises histopatoldgicas. Durante a evisceracdo, foram colhidos fragmentos de rim e figado
de todos os animais, e das fémeas foram coletados também fragmentos de utero e ovario. Os

fragmentos foram fixados em formol neutro a 10% (formol tamponado) e identificados com
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codigo correspondente a amostra sanguinea de cada animal para posterior cruzamento com o0s
resultados da sorologia. A verificagdo da ocorréncia de lesdes foi realizada por amostragem.
Foram formados dois grupos, sendo ambos constituidos por 10 animais. Um grupo foi
formado por 10 animais soropositivos € o outro por 10 animais soronegativos, sorteados
aleatoriamente. Apds a fixacdo, as amostras dos dois grupos foram processadas rotineiramente
no Laboratério Patologia Animal do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de
Campina Grande, onde foram clivadas em aproximadamente 0,5cm de espessura e incluidas
em parafina. Cortes de aproximadamente Sum foram obtidos em micrétomo vertical e
corados pela hematoxilina-eosina (H.E.). Apds o processamento foi realizada a leitura das
laminas. Amostras de rim de todos os animais positivos na sorologia e amostras de rim do
grupo de animais soronegativos, submetidos a HE, foram enviadas fixadas em formol neutro a
10% e também emblocadas em parafina para o Instituto Biol6gico de Sao Paulo, onde foram
submetidas a técnica de Warthin-Starry para pesquisa direta de deteccdo do agente. As
técnicas HE e Warthin-Starry foram realizadas segundo os métodos descritos por Tolosa et al.

(2003) e Young (1969) respectivamente.

Analise estatistica. Para a comparacdo da proporcdo de sorovares reagentes foi utilizado o
teste do qui-quadrado de aderéncia. Para a comparagdo da frequéncia de anticorpos anti-
leptospira com os resultados dos exames histopatoldgicos, foi utilizado o teste do qui-
quadrado de acordo com Siegel & Castellan Jr. (2006). O nivel de significancia adotado foi de

5% e as andlises foram efetuadas com o programa SPSS for Windows versao 13.0.

RESULTADOS

Das 126 amostras submetidas a SAM, 18 reagiram para um ou mais sorovares empregados na
diluicao 1:100, resultando em uma soropositividade de 14,6%. O sorovar mais frequente foi o
Autumnalis, com 11 (8,73%) soros reagentes (p = 0,030). Também foram constatadas reacoes
sorologicas para os sorovares Copenhageni com dois soros reagentes (1,58%), Sentot,
Butembo, Pomona, Tarassovi e Cynopteri com um soro reagente para cada sorovar,
representando 0,79%. A reacdo que apresentou o maior titulo (800) ocorreu para o sorovar
Autumnalis (Quadro 1).

Os exames histopatolégicos revelaram lesdes nos grupos positivo € negativo frente a
sorologia. No grupo positivo, entre as 10 amostras examinadas trés revelaram lesdes renais e

uma apresentou lesdo hepdtica, totalizando quatro amostras com lesdes. No grupo negativo,
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duas amostras apresentaram apenas lesdes em um dos rins. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos soropositivo e soronegativo com relacdo a propor¢ao de lesdes
histolégicas (p = 329) (Quadro 2). No rim a principal alteragdo histolégica observada foi a
nefrite intersticial que se caracterizou por: atrofia glomerular, discreto espessamento da
cépsula de Bowman com presenca de material proteindceo eosinofilico granular, infiltrado
inflamatério mononuclear - com presenca de macréfagos, linfocitos e raros plasmdcitos -
discreto a moderado, com necrose do epitélio tubular (Figura 1). No figado as alteracdes
foram discretas. Observou-se infiltrado inflamatério mononuclear com presenga de
macréfagos, linfocitos e plasmdcitos, com necrose hepatica lobular focalmente localizada.
Nenhum animal apresentou lesdo em mais de um 6rgdo. Todas as amostras submetidas a

técnica Warthin-Starry foram negativas.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados da sorologia indicaram que o sorovar mais provavel em suinos abatidos no
municipio de Patos, PB, foi o Autumnalis. Estes resultados estio de acordo com aqueles
referidos por Boquist, Hothi & Magnusson (2005) que também encontraram em suinos de
granjas tecnificadas maior frequéncia de anticorpos reagentes para este sorovar do que para os
sorovares Pomona, Bratislava, Icterohaemorrhagiae e Tarassovi, frequentemente associados
com a infeccdo em suinos (Michina & Campbell 1969, Santa Rosa et al. 1969/1970, Van Til
& Dohoo 1991, Oliveira et al. 1995, Lima 1996, Delbem et al. 2002). Os resultados
soroldgicos também estdo de acordo com os obtidos por Favero et al. (2002) que
identificaram o sorovar Autumnalis como de maior ocorréncia em suinos com suspeita clinica
de leptospirose no Estado do Ceard. Em contrapartida, os resultados sorolégicos contrastam
com os obtidos por Azevedo et al. (2008a) que ao realizarem inquérito sorologico em suinos
de abate no municipio de Patos, PB, encontraram uma soroprevaléncia de 33,6%, onde o
sorovar Pomona foi o mais frequente com 29,0% de reacdes. Essas dissimilaridades podem
ser explicadas pelo fato da frequéncia de apresentacdo dos diversos sorovares de Leptospira spp
ser dependente da amplitude de deslocamento dos respectivos hospedeiros preferenciais, bem
como da intensidade e extensdo da producdo animal (Blaha 1995). Dessa forma pode ocorrer
uma substitui¢do do sorovar Pomona, tradicionalmente mantido pelos préprios suinos, por outros
sorovares, neste caso o Autumnalis, apesar do sorovar Icterohaemorrhagiae ser mais
frequentemente referido como sendo o principal na mudanca do perfil epidemioldgico da

leptospirose suina (Santa Rosa et al. 1969/1970, Carvalho, Carvalho & Girio 1990, Favero et al.
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2002, Ramos & Lilenbaum 2002,). Sendo o sorovar Autumnalis ndo adaptado aos suinos,
portanto oriundo de infec¢do acidental (Ellis 1992), os resultados soroldgicos sugerem uma
maior participacdo de reservatorios animais de outras espécies, domésticas e/ou sinantrépicas,
na cadeia epidemioldgica da leptospirose suina na regido.

Estudos conduzidos em outras espécies animais abatidas no matadouro publico da
cidade de Patos também revelaram predominincia de reagdes soroldgicas para o sorovar
Autumnalis. Azevedo (comunicagdo pessoal) relatou que em 100 ovelhas abatidas no mesmo
estabelecimento, ocorreram 9% de soropositividade para a infec¢do com 44,4% de frequéncia
para a sorovariedade Autumnalis. Higino (2010) realizou a sorologia de 80 ovinos abatidos e
obteve 7,5% de positividade, com 83,3% de frequéncia para a sorovariedade Autumnalis.

A presenca da sorovariedade Autumnalis causa preocupacdo, pois ndo existe
imunidade cruzada entre as diferentes sorovariedades. As vacinas polivalentes disponiveis no
mercado sdo compostas basicamente pelas sorovariedades Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Hardjo, Grippothyphosa, Pomona, Bratislava e Tarassovi, o que reforca ainda mais a
importancia da pesquisa continuada no desenvolvimento de novas vacinas anti-leptospirose
mais efetivas e de imunidade mais duradoura, bem como a necessidade da inclusdo de novas
sorovariedades.

As lesdes renais e hepdticas ocorridas em quatro das 10 amostras com titulos de
anticorpos > 100 estudadas sdo sugestivas, porém ndo patognomonicas, da infec¢do por
Leptospira spp (Baskerville 1984, Hanson & Tripathy 1986, Baker, Mcewen & Prescott 1989,
Delbem et al. 2002). As lesdes renais observadas no grupo com titulos de anticorpos < 100
foram similares aquelas observadas no grupo com titulos de anticorpos > 100. Estes
resultados contrastam com os obtidos por Hashimoto et al. (2008) que em suinos abatidos no
Parand, verificaram que animais com lesdes de nefrite intersticial apresentaram associacao
com a soropositividade na SAM, e que todos os animais que ndo apresentaram lesdes de
nefrite intersticial foram soronegativos. Como nio foi constatada positividade na pesquisa
direta de detec¢do do agente, ndo se pode confirmar que as lesdes observadas em ambos os
grupos sdo decorrentes da infec¢do por Leptospira spp, no entanto, podem ser um indicativo.
Dessa forma, o animal pode estar infectado, porém nd3o apresentar titulo de anticorpos
suficientes para caracterizar uma reacdo de soroldgica positiva. Isso pode ocorrer pelo fato
das leptospiras serem antigenos com baixa antigenicidade (Arduino et al. 2004). Ellis et al.
(1986) e Delbem et al. (2002) sugeriram que suinos infectados por leptospiras podem
apresentar-se negativos na SAM quando considerado os titulos de anticorpos > 100. Freitas

(2006) relatou o isolamento de uma estirpe de leptospira a partir de uma fémea suina
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considerada negativa na SAM na dilui¢do 1:100. Outra hipétese sobre a ocorréncia das lesdes
reflete na possibilidade de terem sido causadas por outros microrganismos além da Leptospira
spp, como foi demonstrado por Drolet et al. (2002) e por Martinez et al. (2005).

A auséncia de lesdes no utero e ovério das fémeas examinadas pode ter ocorrido
devido a auséncia de atividade reprodutiva ou infec¢do recente, sem a colonizacio dos 6rgaos.
Entretanto, Delbem et al. (2002) examinaram 36 fémeas suinas de descarte, abatidas no
Parani e também ndo observaram lesdes uterinas e ovarianas sugestivas de leptospirose. Por
outro lado Giro et al. (1998) observaram 32,9% e 50,1% de lesdes renais e reprodutivas,
respectivamente, em fémeas positivas frente ao sorovar Icterohaemorrhagiae. Azevedo et al.
(2008b) concluiram que a infeccdo por Leptospira spp, por soropositividade, teve impacto
negativo no desempenho reprodutivo de fémeas suinas, com decréscimo no nimero de
nascidos e nascidos vivos, baixo peso ao nascimento, aumento no nascimento de leitdes
debilitados e mortos, dentre outros.

Os resultados obtidos através da técnica de Warthin-Starry reforcam a teoria de que
este teste possui baixa sensibilidade, relacionada com a fase cronica da doenga, dificuldade
em definir morfologicamente o agente e interferéncia dos reagentes empregados e assim, sua
aplicabilidade limita-se a casos onde ha sintomas clinicos da infec¢ao (Alves 1987, Scanziani,
Sironi & Mandeli 1989, Radostits et al. 2000, Pescador et al. 2004, Hines 2007).

No presente trabalho, foi constatada soropositividade de 14,6% para Leptospira spp
em suinos abatidos no municipio de Patos, Paraiba, tendo como principal sorovar reagente o
Autumnalis, o que levanta preocupacdes do ponto de vista de saide publica, uma vez que
profissionais envolvidos no manejo e abate desses animais estdo expostos ao risco
ocupacional de infec¢do. Foram identificadas lesdes caracteristicas de nefrite intersticial e
necrose hepatica focal em animais positivos e negativos na SAM. Nao houve diferenca nas
frequéncias de soropositividade em animais com e sem lesdes de nefrite intersticial,
confirmando que nos animais examinados a ocorréncia dessas lesdes ndo estd atrelada aos
resultados soroldgicos.

Com base nos resultados, torna-se importante a conscientizacdo por parte dos
produtores acerca da implantacdo de medidas de preven¢do adequadas com o objetivo de
impedir, ou pelo menos diminuir, a disseminacdo da leptospirose em suinos e,
consequentemente, bloquear a possivel transmissio do agente para os seres humanos. E
importante também a conscientizacao das autoridades sanitdrias para a melhoria € manutencao

de condi¢cOes basicas de higiene e seguranca durante o abate, bem como para a pratica
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constante de medidas de educacdo em satde, com vistas a impedir a possivel transmissao do

agente para os trabalhadores diretamente envolvidos no abate de suinos.
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Quadro 1. Distribuicao de titulos de anticorpos anti-leptospiras em suinos soropositivos
abatidos no matadouro publico de Patos, Paraiba, segundo os sorovares infectantes, no

periodo de setembro a novembro de 2009*

Titulo

Sorovar 100 500 200 200 Total (%)
Autumnalis 1 6 3 1 11 (8,73)
Copenhageni 1 1 2(1,58)
Sentot 1 1(0,79)
Butembo 1 1(0,79)
Pomona 1 1(0,79)
Tarassovi 1 1(0,79)
Cynopteri 1 1 (0,79)
Total 3 9 5 1 18 (14,6)

(p = 0,030) * Para os animais que apresentaram reacdo soroldgica a mais de um sorovar foi escolhido como
possivel infectante o sorovar de maior titulo, portanto as outras reacdes no mesmo animal foram consideradas

reagdes cruzadas.
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Quadro 2. Condicao sorolégica em suinos abatidos no matadouro publico de Patos,

Paraiba, com e sem lesoes histologicas sugestivas de leptospirose, no periodo de

setembro a novembro de 2009

Lesoes Condicao sorolégica

histoldogicas Soropositivo Soronegativo Total (%)
N % N %

Presentes 4 40,0 2 20,0 6 (30)

Ausentes 6 60.0 8 80.0 14.(70)

Total (%) 10 50,0 10 50,0 100,0

(p=329)
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Fig. 1. Corte histolégico de parénquima renal mostrando atrofia glomerular, espessamento
discreto da cdpsula de Bowman (cabeca de seta) e infiltrado inflamatério mononuclear com
necrose do epitélio tubular (seta) caracteristico da nefrite intersticial. (H.E. Obj. 10X).
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PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA

A revista bilingiie é de periodicidade mensal, publicando resultados de pesquisa sobre
Doencas de Animais de Producdo/Livestock Diseases, Pequenos Animais/Small Animal
Diseases, Morfofisiologia/Animal Morphophysiology e Animais Selvagens/Wildlife
Medicine.

Estd indexada nas seguintes bases de dados: SciELO, Scientific Electronic Library Online;
ISI/Thomson Reuters, em seus produtos Science Citation Index Expanded e BIOSIS
Previews; CABI, nas bases-chaves CAB Abstracts e Global Health e em varias bases
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Veterinarius e Veterinary Science Database (bases de resumos) e Veterinary Bulletin
(impresso), DOAJ, Directory of Open Access Journals
(http://www.doaj.org/doaj?func=byTitle&p=1&hybrid=&query=P).

E classificada como "nivel A internacional" pela CAPES e possui um dos melhores fatores de

impacto entre as revistas da drea de medicina veterinaria no pafs.

INSTRUCOES AOS AUTORES

Os trabalhos para submissao devem ser enviados por via eletronica, através do e-mail
<jurgen.dobereiner@terra.com.br>, com os arquivos de texto na versao mais recente do
Word. Havendo necessidade (por causa de figuras “pesadas”), podem ser enviados em
CD pelo correio, com uma via impressa, ao Dr. Jiirgen Dobereiner, Revista PESQUISA
VETERINARIA BRASILEIRA, Caixa Postal 74.591, Seropédica, RJ 23890-000.

Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo publicados e ndo considerados para
publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacio e aceitacio, os trabalhos sempre devem ser submetidos
conforme as normas de apresentacao da revista (www.pvb.com.br) e 0 modelo em Word
(PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de apresentacido, serao
devolvidos aos autores para a devida adequacio.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short communications) sob forma de “Notas
Cientificas”, ndo ha limite minimo do nimero de paginas do trabalho enviado, que deve,

porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a metodologia empregada no
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estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serdo recebidos para submissdo somente 0s
da 4rea de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos,
o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva- se o direito de
sugerir ou solicitar modificacdes aconselhdveis ou necessdrias. Os trabalhos submetidos sdo
aceitos através da aprovacgado pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacio aos recursos para edicao da revista (impressa e online) e
distribuicdo via correio é cobrada taxa de publicacio (page charge) no valor de R$
120,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do envio da prova final, ao autor
para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo, ABSTRACT,
RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacio destes dois tltimos), Agradecimentos e
REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteido do trabalho; pormenores de
identificacio cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para facilitar sua
identificacdo cientifica, como para as citacdes bibliograficas. Em muitos casos isto significa
manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e abreviar os demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.; Franklin Riet-
Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.; Silvana Maria Medeiros de
Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M.
Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e
inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexa¢do, recomenda-se
que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT deverd ser apresentado com os elementos constituintes do RESUMO em
portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos devem ser seguidos de
“INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAO”, respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e estudado,
indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e conclusdes. Nos trabalhos
em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e entre colchetes, logo apds a
palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagdo bibliografica especifica sem que a mesma

assuma importancia principal, e finalizar com a indicag¢do do objetivo do trabalho;
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f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a repeticao do
trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacado com animais, deve constar a aprovagao
do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos. Quadros
devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de
vérias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados complexos por graficos (Figuras),
ao invés de apresentd-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Ndo convém
mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigacao
do autor e da revista de publicéi-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas de rodapé;
k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluiré a bibliografia citada no trabalho e a que tenha
servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada alfabeticamente pelo
sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de todos os autores, em caixa alta e
baixa (colocando as referéncias em ordem cronolégica quando houver mais de dois autores), o
titulo de cada publicacdo e, abreviado ou por extenso (se tiver divida), o nome da revista ou
obra, usando as instru¢des do “Style Manual for Biological Journals” (American Institute for
Biological Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and Authors” (American Chemical
Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos j4 publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao de fasciculos
recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrucéoes aos Autores”
(www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Helvética, corpo 11, entrelinha
simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior,
esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as
legendas das figuras e os Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras
(inclusive gréficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos
no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta “Inserir” do Word; pois
imagens copiadas e coladas perdem as informag¢des do programa onde foram geradas,
resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdao numeros

ardbicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota. Essa
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numeracao serd continua por todo o trabalho; as notas serdo lancadas ao pé da pagina em que
estiver o respectivo sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo
mencionados no texto. Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que
possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serao escritos corridamente em
um s6 pardgrafo e ndo deverdo conter citacdes bibliograficas.

¢) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional completo de todos
os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como e-mails de outros
autores;

d) siglas e abreviacdes dos nomes de institui¢des, ao aparecerem pela primeira vez no
trabalho, serdao colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até trés autores
serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do primeiro, seguido de “et
al.”’, mais o ano; se dois trabalhos nao se distinguirem por esses elementos, a diferenciacao
serd feita através do acréscimo de letras mintisculas ao ano, em ambos. Trabalhos nao
consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final
da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do
trabalho que serviu de fonte, sera incluida na lista uma sé vez. A mencio de comunicagao
pessoal e de dados nao publicados € feita no texto somente com citacio de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de origem do(s)
autor(es). Nas citagdes de trabalhos colocados entre parénteses, nao se usara virgula entre o
nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apds cada ano; a separagao entre trabalhos,
nesse caso, se fard apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester &
Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devers ser apresentada isenta do uso de caixa alta, com os
nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com o padrao adotado nos
ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacdo de seus varios elementos.

3. As Figuras (grificos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletronica. Quando as fotos forem obtidas através de
cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados como obtidos (sem
tratamento ou alteracOes). Quando obtidas em papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao
trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura serd identificada na
margem ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo nimero € o nome do autor;
havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra

“pé€”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem
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fundo e sem linhas. A chave das convengdes adotadas serd incluida preferentemente, na 4rea
da Figura; evitar-se-d o uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos (“slides”). Para
evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverdo ser colocados em envelope. Na
versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao impressa, somente
quando a cor for elemento primordial a impressdo das figuras poderd ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacdes suficientes para que estas
sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com independéncia do texto) e
serao apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do texto. Cada
um terd seu titulo completo e serd caracterizado por dois tracos longos, um acima e outro
abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tragos poderd haver outros mais curtos, para
grupamento de colunas. Nao ha tracos verticais. Os sinais de chamada seriao alfabéticos,
recomecando, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo

do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.



