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RESUMO

ASSIS OLIVEIRA, ADRIANA CUNHA. Prevaléncia de anticorpos anti-leptospira
spp. em suinos abatidos no matadouro publico de Patos, estado da Paraiba, Brasil.
Patos, UFCG. 2008 43p. (Especializa¢do em Satide Publica Veterindria).

Com o objetivo de determinar a prevaléncia de aglutininas anti-Leptospira spp.,
foi realizado um inquérito soroldgico em 131 suinos abatidos no matadouro publico de
Patos, Estado da Paraiba, Brasil. Para o diagnostico sorologico de leptospirose, foi
utilizada a técnica de soroaglutinagdo microscépica (SAM), utilizando-se culturas vivas
de 22 sorovares patogénicos e dois sorovares saprofitos de Leptospira spp. Para a
determinagdo do sorovar mais provavel, foram considerados o titulo de aglutininas e a
freqii€éncia de soros reagentes, e soros que apresentaram titulos iguais para dois ou mais
sorovares foram excluidos desta andlise. Dos 131 suinos, 44 foram soropositivos para
pelo menos um dos sorovares empregados, resultando em uma soroprevaléncia de
33,6% (IC 95% = 25,5% - 42,4%). O sorovar mais provavel foi o Pomona, com 38
(29,0%; IC 95% = 21,4% — 37.6%) soros reagentes. Também foram constatadas reagdes
sorologicas para os seguintes sorovares: Pyrogenes (2,3%; IC 95% = 0,5% — 6,5%),
Canicola (1,5%; IC 95% = 0,2% — 5,4%) e Shermani (0,8%; IC 95% = 0,02% — 4,2%).
Houve diferenga significativa na soroprevaléncia para o sorovar Pomona em relagdo aos

demais sorovares (P < 0,0001).

PALAVRAS-CHAVE: Leptospira spp., leptospirose suina, soroprevaléncia, Patos.



ABSTRACT

ASSIS OLIVEIRA, ADRIANA CUNHA. Prevalence of anti-Leptospira spp.
antibodies in swine slaughtered in the public slaughterhouse of Patos city, Paraiba
state, northeast region of Brasil. Patos, UFCG. 2008 43p. (Specialization Course on
Veterinary Public Health).

A serologic survey was conducted among 131 swine slaughtered in the public
slaughterhouse of Patos city, Northeast region of Brazil, to determine the prevalence of
anti-Leptospira spp. agglutinins. For serologic diagnosis of leptospirosis, the
microscopic serumagglutination test (MAT) was carried out using live cultures of 22
pathogenic and two saprophytic Leptospira spp. serovars. The most frequent serovar
was found crossing the results of frequency and titer of agglutinins, and sera presenting
equal titers for two or more serovars were not considered for this analysis. Of the 131
swine analyzed, 44 were seropositive for at least one Leptospira spp. serovar, resulting
in a seroprevalence of 33.6% (95% CI = 25.5% - 42.4%). The most frequent serovar
was Pomona, with 38 (29.0%; 95% CI = 21.4% - 37.6%) reactant sera. Other reactant
serovars and respective prevalence were: Pyrogenes (2.3%; 95% CI = 0.5% - 6.5%),
Canicola (1.5%; 95% CI = 0.2% - 5.4%) and Shermani (0.8%; 95% CI = 0.02% - 4.2%).
There was statistical difference in seroprevalence to serovar Pomona compared with

others reactant serovars (P < 0.0001).

KEY WORDS: Leptospira spp., swine leptospirosis, seroprevalence, Patos city.



1 INTRODUCAO

A suinocultura na busca constante de um mercado especializado tem conseguido
um grande desenvolvimento que se da a partir da enorme demanda da carne suina nos
Gltimos tempos, sendo a mais consumida no mundo, chegando a ser preferida a bovina,
ganhando consequentemente maior espago no mercado. Com isso, a suinocultura tem
procurado melhorias na producgdo, manejo ambiental e sanidade, para propiciar uma

maior seguranga em seu consumo.

O investimento em instalagdes adequadas, manejo e recursos humanos garante a
diminui¢do de efeitos desfavoraveis a produgdo, favorecendo a ndo proliferagio de
agentes patégenos. E importante ressaltar que para haver um crescimento constante e
permanente, € primordial a valorizagdo de um trabalho voltado para a modernizagao,

obtendo assim um produto final com 6tima qualidade.

Esse crescimento tem conquistado espagos importantes internacionalmente no
setor suinicola, gerando uma maior preocupagdo e cuidados com a sanidade, adotando
programas de biosseguranga como primordiais em sistema de produgdo intensiva,
evitando ocorréncias de doencas infecciosas que comprometam o desempenho
reprodutivo dos plantéis. Dentre as doengas infecciosas que causam perdas econdmicas

para a suinocultura, a leptospirose assume grande destaque.

Devido ao fato da leptospirose ser uma zoonose de grande importdncia, sdo
necessarios estudos para avaliar a prevaléncia desta enfermidade, uma vez que a
suinocultura tende a se expandir no semi-arido paraibano, de forma semelhante a outras
regides do pais. Estudos dessa natureza assumem particular importancia na regido semi-
arida da Paraiba devido ao fato dos suinos serem criados em éreas proximas a
residéncias, possibilitando um maior contato com o homem. A proximidade desses
criatorios aos domicilios e a auséncia de um manejo sanitario adequado aumentam os

riscos de exposigdo ao agente.

Outro aspecto que deve ser considerado € que o abate de suinos muitas vezes ¢
realizado de forma clandestina, expondo o responsavel a um grande risco caso o animal
seja positivo para leptospirose. Diante do exposto, sdo necessarios estudos para avaliar a
ocorréncia da leptospirose em suinos neste municipio, para garantir a sanidade animal,
assegurando a obtengdo e comercializagdo de produtos de boa qualidade e preservando

consequentemente a saide publica.
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2 OBJETIVO

Tendo em vista a grande importdncia que os suinos apresentam na cadeia
epidemiologica da leptospirose, o presente estudo foi desenvolvido para determinar a
prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em suinos abatidos no matadouro publico da
cidade de Patos, Estado da Paraiba.

14



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Agente etiologico

A etiologia da leptospirose foi demonstrada inicialmente em 1915 no Japdo e na

Alemanha. Posteriormente, Nogushi criou o género Leptospira (do grego Lepto =

delgado, spira = novelo). Desde 1915 até 1989, a classificagdo 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).
Recentemente, por genotipagem, as leptospiras foram reclassificadas em 13
genomespécies, ndo correspondendo as duas espécies anteriores, ja que os sorovares
patogénicos e ndo patogénicos podem ocorrer dentro de uma mesma espécie. As
genomespécies aceitas sdo: Leptospira interrogans senso stricto, Leptospira nogushi,
Leptospira santarosai, Leptospira meyeri, Leptospira wolbachii, Leptospira biflexa,
Leptospira fainei, Leptospira borgpetersenii, Leptospira kirschneri, Leptospira weilli,

Leptospira inadai, Leptospira parva e Leptospira alexanderi (LEVETT, 2001).

As leptospiras sdo bactérias espiraladas, muito finas (0,1 pum de didmetro) e
comprimento variando de 6 a 20 um, tendo as extremidades em forma de gancho. S&o
aerdbias estritas, de multiplicagd@o e crescimento lentos, com divisdo celular em torno de
sete a 12 horas. Uma cultura em meio liquido leva de cinco a sete dias para atingir
crescimento para ser utilizada como antigeno (BEER, 1999; FAINE et al., 1999). Séo
bastante sensiveis a luz solar direta, aos desinfetantes comuns e aos anti-sépticos. O
periodo de sobrevida das leptospiras patogénicas na dgua varia segundo a temperatura, o

pH, a salinidade e o grau de poluig&o.

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 condigdes (BLENDEN, 1976). O sorovar Pomona pode persistir até
seis meses em solos saturados de umidade, sobrevivendo apenas trinta minutos em solo
seco; exposi¢do a temperaturas acima de 50°C causa a morte das leptospiras
(SOBESTIANSKY et al., 1999).
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3.2 Aspectos epidemiolégicos

A leptospirose € uma zoonose com forte significado sécio-econdmico-cultural. O
crescimento desordenado dos grandes centros urbanos, as migragdes e as deficiéncias
nas condi¢des de saneamento basico sdo fatores que contribuem para a difusdo da
doenga. Além disso, o actimulo desordenado de lixo promove a expanséo da populagio
de roedores, que terdo sua urina disseminada pelas enchentes favorecidas, entre outras
coisas, pela obstrugdo dos cursos d’agua e canais, e pela impermeabilizagio das vias
publicas (CORTES, 1993). Dessa forma, entende-se porque a doenga assume grande
importdncia em paises subdesenvolvidos, onde sdo frequentemente encontradas
condigdes precarias de trabalho e moradia, que maximizam a oportunidade de

transmissdo da doenga (CORREA et al., 1982).

Nas regides tropicais e subtropicais, as taxas de ocorréncia de leptospirose sdo
maiores do que as observadas nas regides frias (OKAZAKI & RINGER, 1975;
BLENDEN, 1976), particularmente nas ocasides em que ocorrem elevados indices de
precipitagdes pluviométricas, prote¢do contra raios solares, temperaturas adequadas (em
torno de 20°C) e valores de potencial hidrogenidnico (pH) neutro ou levemente alcalino,
em torno de 7.2 a 7,4, condigdes essas que favorecem a manutencdo da bactéria no
ambiente, associando-se ainda variedade de espécies hospedeiras que facilitam a cadeia

de eventos necessdrios para a transmissdo da leptospirose (VASCONCELLOS, 1993).

O perfil epidemiologico da leptospirose, estreitamente associado a paisagem,
aponta para a historia natural de uma doenga de ocorréncia endémica, restrita a focos
naturais bem definidos e com picos epidémicos em circunstdncias que envolvem
alteragdes desordenadas do sistema ecoldgico. Essas alteragdes sdo provocadas pelo
homem, que ao avangar sobre novos ecossistemas, provoca profundas transformagdes
na paisagem natural, permitindo a disseminag@o das leptospiras a novas dreas e a novos

hospedeiros, até atingir a populagdo humana (MASCOLLI, 2001).

As observagdes epidemioldgicas tém indicado que esses agentes se mantém
circulando na populagdo de hospedeiros primarios, usualmente roedores selvagens, a
partir dos quais alcangam outras populagdes de animais sinantropicos e/ou domésticos.
Estes sdo os hospedeiros secundérios e acidentais. Neste sentido, a concentra¢do de
grandes efetivos de animais domésticos, como os rebanhos bovinos, pode ter como

conseqiiéncia a criagdo de amplas cadeias infecciosas, que contribuem para a
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disseminagfo do agente no ambiente e atuam como fator de risco para o homem
(CORTES, 1993).

O modelo de evolugdo da infecgdo onde a leptospirtiria se estabelece apds uma
fase aguda com sintomatologia evidente caracteriza a modalidade de fonte de infec¢do
referida com “portador convalescente”. No entanto, em surtos de leptospirose nos
rebanhos de interesse econdmico, ¢ comum a existéncia de individuos que apresentam
uma fase aguda assintomatica e periodo de leptospiraria sem demonstrar a presenga de
anticorpos. Essa tltima situagdo representa a modalidade de fonte de infec¢do definida
como “portador sdo”, que, pela dificuldade em sua identificago, apresenta ainda maior

importancia em termos de saude animal e de satide publica (VASCONCELLOS, 1987).

A leptospirose acomete, praticamente, todos os animais domésticos, silvestres e o
homem, provocando ou ndo a manifestagio de sinais. Animais de muitas espécies
domésticas, bem como a maioria das espécies silvestres, podem tornar-se portadores e
contribuirem para a disseminagdo do microorganismo na natureza. A eliminagdo de
leptospiras pela urina dos portadores ocorre por periodos de tempo que podem variar de
poucas semanas a varios meses, entre os animais domésticos, e por toda vida no caso

dos roedores (FAINE et al., 1999).

O homem € um hospedeiro acidental, que se infecta quando em contato direto ou
indireto com os animais e ¢ susceptivel a numerosos sorovares. Dentre os animais
domésticos que podem atuar como portadores da doenga, disseminando o agente no
ambiente, destacam-se os bovinos, suinos, caprinos, ovinos, equinos e caninos. Entre as
espécies silvestres destacam-se carnivoros, roedores e marsupiais (CORREA et al.,
1982). A doencga nos seres humanos tem forte associagdo com a atividade profissional.
Alguns dos principais grupos profissionais que apresentam risco especial de contrair a
doen¢a sdo: mineradores, escavadores de tuneis, trabalhadores das redes de esgoto,
agricultores, pecuaristas, tratadores de animais, veterindrios, manipuladores de produtos
de origem animal como funcionarios de abatedouros e frigorificos ou laticinios e
cortumes, militares em operagdo em regides pantanosas, guardas florestais, pescadores,

cagadores, geologos, ecologos e laboratoristas (CORTES, 1993).

A transmissdo da leptospirose pode ocorrer de forma direta ou indireta. A forma
direta ocorre por contato com urina, sangue e outros tecidos contaminados, contato

sexual, mordedura ou pela ingestdo de carne mal passada (pouca importancia). A forma
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indireta ocorre pela exposi¢do ao ambiente contaminado com a urina de animais
infectados que pode ser o solo imido e lamacento, colegdes de 4gua, carne de estabulos
€ cocheiras, alimentos, vegetagdo, fomites e outros. Alimentos contaminados sdio
também, vias de transmissfio, mas a via oral é considerada pouco eficiente, pois o

agente ¢ sensivel ao pH gastrico (GREENE & SHOTTS, 1990; FAINE et al., 1999).

A agua tem um papel primordial na transmissdo e manutengdo das leptospiras na
natureza, sendo que a principal via de transmiss@io da doenga ocorre pelo contato com
agua contaminada de rios, lagos, lagoas e canais, ou oriunda de chuvas fortes e
inundagdes (CORTES, 1993). A dgua parada em temperatura morna ¢ um ambiente
propicio para a disseminagfio das leptospiras, sendo muito frequente a ocorréncia de
surtos e epidemias na época das chuvas durante as enchentes. Em toda parte onde a
leptospirose € endémica, um elo hidrico se intercala entre 0 homem e o animal. Por esse
motivo, uma das principais caracteristicas da doenga € o seu carater sazonal, uma vez
que o clima quente e imido tipico do verdo chuvoso das regides tropicais e subtropicais

contribui para a sua disseminag¢do (CORREA et al., 1982).

3.3 Patogenia

As portas de entrada das leptospiras s@o a pele (principalmente quando escoriadas
ou com os poros dilatados) e as mucosas ocular, digestiva, respiratéria e genital
(BOLIN & PRESCOTT, 1999). Apos a penetragdo, as leptospiras disseminam-se pela
corrente circulatéria e inicia-se o processo de multiplicagdio no sangue e em diversos
6rgéos, como figado, bago e rins. Esta fase é chamada de leptospiremia, que tem uma
duragdo de quatro a cinco dias, raramente superando sete dias. Com o progredir da
infecgdo, ocorre, a reagdo imunitaria do hospedeiro, que antagoniza o agente invasor e
faz com que o mesmo encontre refigio em algumas areas do organismo onde a
imunidade humoral inexiste ou ¢ verificada em niveis baixos. Tais locais sdo a cAmara
do globo ocular e a luz dos tibulos renais. A localizagdo renal caracteriza a fase de
leptospiruria, que tem inicio entre o sétimo e o décimo dia da evolugdo da doenga. Nesta
fase, ocorre a formagfo de complexos imunes e reagdo inflamatéria, o que leva varios
orgdos a uma vasculite generalizada, principalmente no figado, rins, coragdo, pulmdes e

sistema reprodutivo (FAINE et al., 1999).
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A colonizagdo renal ocorre na maioria dos animais infectados em virtude do
agente se replicar e persistir nas células epiteliais dos tibulos renais onde os anticorpos
ocorrem em baixos niveis. O comprometimento agudo da fungdo renal pode resultar da
diminuigdo da filtragdo glomerular causada pelo edema intersticial e diminuig¢do da
perfusdo renal (GREENE & SHOTTS, 1990). A suscetibilidade do suino em contrair a
infec¢do por leptospiras foi conhecida em 1914, quando Gsell, na sui¢a, demonstrou a

etiologia da meningite em leitdes (SANTA ROSA et al., 1962).

ELLIS & THIERMANN (1986) constataram a persisténcia de leptospiras em
fémeas suinas que abortaram, confirmando a presenga da bactéria nos rins e tecidos
genitais em até 147 dias ap6s o abortamento. Quando a infec¢@io acontece durante o
terceiro trimestre de gestacéio, pode ocorrer produgdo de anticorpos especificos que,
ocasionalmente, superam a manifesta¢do da doenga (ROSE, 1966; DANNENBERG et
al., 1975; EDWARDS, 1979; FAINE, 1982; BORDIN, 1992; CORREA & CORREA,
1992; ELLIS, 1999; BASTOS, 2006). SOTO et al., (2006), em fémeas suinas desafiadas
com Leptospira interrogans, sorovar Canicola, relataram a transmissdo vertical da
leptospirose suina com o nascimento de leitdes saudaveis e identificagdo da positividade

pela técnica de PCR em diversos orgdos destes animais.

3.4 Sinais Clinicos e Lesdes

A leptospirose nos suinos pode se apresentar basicamente nas formas aguda e
cronica. Na forma aguda, pode ocorrer febre e mastite focal ndo supurativa. Em suinos
jovens, principalmente leitdes, pode ocorrer febre, anorexia, ictericia, hemoglobintria e
alta mortalidade, principalmente de recém-nascidos. Geralmente, 0 sorovar associado
com este quadro é o Icterohaemorrhagiae. Também nos animais jovens, durante a fase
de aleitamento, podem ocorrer casos de encefalite caracterizados por incoordenagéo

motora e acessos convulsivos com movimentos de pedalagem (FAINE, 1982).

Na forma cronica da leptospirose suina, comum nos animais adultos, pode ocorrer a
leptospirtria, geralmente com o sorovar Pomona, sendo os suinos considerados
hospedeiros de manuten¢dio. A infertilidade, com a ocorréncia de abortamentos e
natimortos, ¢ comum aos sorovares Canicola, Pomona e Icterohaemorrhagiae (ELLIS,
1999; BASTOS, 2006).
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GIRIO et al., (1987) examinaram 191 soros sanguineos de suinos e 18 de tratadores
destes animais, com o objetivo de estudar surtos de leptospirose suina que ocorreram no
periodo de outubro de 1986 a julho de 1987, em 3 granjas produtoras de suinos,
localizadas no Municipio de Viradouro, Estado de S3o Paulo, Brasil. Os resultados
laboratoriais, através da técnica de SAM, revelaram 7 tratadores e 147 suinos reagentes
para os sorovares Pomona e Icterohaemorrhagiae. Os 7 tratadores apresentaram mialgia,
cefaléia, anorexia e ictericia. Nas trés granjas, os surtos de leptospirose humana e suina
foram correlacionados aos partos distdcicos, 0 que geralmente levou o tratador a
auxiliar no trabalho de parto com a realizagdo de toque nas fémeas suinas, muitas vezes,
sem prote¢do para as maos e bragos. Em todas as propriedades também havia infestagio

por roedores.

Os leitdes que morrem por leptospirose apresentam, as vezes, ictericia; petéquias e
sufusdes subserosas e submucosas; esplenomegalia; aumento do volume hepatico e
areas amareladas irregulares; rins congestos aumentados de volume, com hemorragias
corticais em casos bem recentes, e com focos necréticos acinzentados, quando o periodo
de estado passou de sete a dez dias, porém sem aderéncia de capsula renal. Em poucos
casos mais graves, ha também petéquias pleurais e hepatizagdo vermelha, em alguns
16bulos pulmonares, e petéquias epicardicas e endocérdicas. Os linfonodos costumam

estar aumentados de volume e edematosos (BORDIN et al., 1992).

As lesdes macroscoOpicas nos animais € no homem caracterizam-se pela presenga de
hemorragias petequiais €, menos comumente, equimoticas, espalhadas pelo corpo.
Quando presente a ictericia, a necropsia revela uma intensa colora¢do amarelo ouro, que
atinge todo o organismo. Contrasta, perfeitamente, a cor amarela das inimeras petéquias
espalhadas pelo corpo (ENRIETTI, 2001). As lesdes hemorragicas sdo preponderantes
nos pulmdes, onde se apresentam sob a forma de equimose, sendo observadas, também,
na vesicula biliar, cérebro, muasculos e, as vezes, em quase todos os 6rgdos do animal
(RIET-CORREA et al., 2001).

A hemorragia é muito comum nas regides inguinal e axilar, ndo sendo, entretanto,
visivel, perfeitamente, nos animais de pele pigmentada. Em sintese, podemos afirmar
que as principais modificagdes patologicas da leptospirose, dependem, em dltima
analise, do grau de ictericia, do indice de azotemia e das modificagdes acarretadas pelo
préprio microorganismo que se localiza nos érgdos apés a fase septicémica. Por esse

motivo, as lesdes estdo representadas por hemorragias em quase todos os o6rgdos, de
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preferéncia nas serosas, tubo gastrointestinal, pulmdes, adrenais, rins e, especialmente,
musculos voluntarios (ENRIETTI, 2001).

O figado por vezes mantém-se em seu volume normal, porém, em outras ocasides,
encontra-se aumentado, e o seu parénquima estd corado de amarelo pela bilirrubina.
Muitas vezes, a vesicula biliar é encontrada bastante distendida, acumulando bile de cor

clara ou mesmo sanguinolenta (ENRIETTI, 2001; RIET-CORREA et al., 2001).

3.5 Diagnéstico

O diagnoéstico pelos sinais clinicos ndo € preciso em virtude da similaridade dos
sinais com outras doengas. Portanto, o diagnostico definitivo deve ser estabelecido por
testes indiretos e/ou diretos (MARTINS & CASTINEIRAS, 1998). BOLIN e ALT
(1999) referem que o uso combinado de testes aumenta a especificidade e a
sensibilidade do diagnéstico da doenga.

A reacdo de soroaglutinagdo microscopica (SAM) ¢ o teste recomendado pela
Organizagdo Mundial da Saide (OMS) para o diagnostico da leptospirose. Os
anticorpos formados no animal s3o dirigidos contra o sorovar especifico; entretanto,
existem reacgdes cruzadas entre diferentes sorovares e, assim, o animal pode ser reagente
a varios sorovares simultaneamente, dificultando a identificagdo do sorovar mais
prevalente, responsavel pela doenga. O estabelecimento do diagndstico pode ser feito
por sorologia pareada, com uma amostra de soro obtida na fase aguda e outra na fase de
convalescenga. A soroconversdo ou uma diferenca de quatro dilui¢des entre a primeira e
a segunda amostra indica infec¢do aguda. Na pratica, por ser dificil a obtengdo de
amostras pareadas de soro, a sintomatologia e o titulo de 800 para o sorovar suspeito
sdo altamente sugestivos de leptospirose (HAGIWARA, 2003).

Apesar de virias técnicas disponiveis e as que estdo sendo desenvolvidas para o
diagndstico da leptospirose, a SAM ainda € a mais praticada, principalmente em suinos
(FAINE et al., 1999). A interferéncia no diagnéstico também tem ocorrido com o uso de
vacinas polivalentes (OLIVEIRA, 1999). Considera-se importante para a interpretagéo
dos resultados o historico do uso de vacinas contra a leptospirose suina nas reprodutoras
que podem apresentar titulos de anticorpos vacinais. A vacina estimula a formagéo,
principalmente, de IgG, mas por um periodo inicial também ¢é produzido a IgM, a qual é

detectada prioritariamente no teste de SAM. No entanto, os titulos vacinais detectdveis
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no teste de SAM ndo ultrapassam a 1:400 e tendem a diminuir até atingir niveis néo
perceptiveis a SAM em, aproximadamente, dois meses. Isso ndo impede que o suino
esteja protegido pelo periodo de até seis meses, através da formagdo de IgG estimulado
pela vacinagdo (SOBESTIANSKY et al., 1999).

O método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), apesar de ndo ser
praticado na rotina do diagnostico da leptospirose, foi desenvolvido e adaptado por
MENDONZA & PRESCOTT (1992) que empregaram o filamento axial da Leptospira
interrogans, sorovar Canicola para a aplicagdo da técnica. A técnica foi desenvolvida
para a detec¢do de anticorpos das classes IgG e IgM em cdes (HARTMANN et al.,
1984). A IgM aumenta com uma semana apds a infec¢do e o titulo maximo ocorre
dentro de 14 dias, com uma subsequente diminuigdo. O teste de ELISA que detecta IgM
parece ser mais sensivel do que a soroaglutinagdo microscopica. HARTMANN et al.,
(1984b) referem que clies que morreram na primeira semana da doenga apresentaram
anticorpos IgM elevados, enquanto que ndo foram detectados anticorpos pela
soroaglutinagdo microscopica. Os titulos de IgG desenvolvem-se duas semanas apds a
infec¢do, atingindo o pico maximo um més apés (HARTMANN et al., 1984a).

Durante a primeira semana de infec¢éo até os dez dias (fase aguda), especialmente
entre trés e sete dias, as leptospiras podem ser vistas por exame direto em microscopia
de campo escuro, utilizando-se sangue, exsudato peritoneal ou pleural ou urina. A
vantagem da observagdo direta € a rapidez na obtencdo dos resultados, entretanto, as
desvantagens incluem as dificuldades técnicas para a obtengdo de espécimes vidveis, o
curto periodo (trés a sete dias pos-infec¢dio) em que provavelmente encontra-se um
resultado positivo, e a interpretagdo subjetiva dos resultados, visto que colegdes de
fibrina e proteina em preparagdes a fresco podem confundir com leptospiras (FAINE et
al., 1999).

A técnica de PCR é especifica, sensivel e rdpida para o diagndstico da leptospirose
suina, sendo um importante meio de diagnostico, bem como para investigagdes
epidemiologicas (BAL et al., 1994; KEE et al., 1994; MERIEN et al., 1995). A deteccdo
do DNA de Leptospira spp. pela PCR tem sido de grande utilidade e requer a selegdo de
primers especificos que permitam a amplificacdo de todas as espécies classificadas
como patogénicas ou potencialmente patogénicas, incluindo L. inadai e L. fainei. As
principais vantagens da PCR sdo: rapidez na obtengdo dos resultados e sensibilidade e

especificidade elevadas; entretanto, a necessidade de equipamentos especiais, o alto
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custo dos reagentes ¢ a inexisténcia de procedimentos automatizados e padronizados sdo
limitagdes para o seu uso (BATISTA, 2004).

As técnicas de biologia molecular estdo ocupando lacunas de sensibilidade e
praticidade das outras provas diagnésticas utilizadas na pesquisa de leptospiras. O
DNA, uma molécula muito estavel, pode ser facilmente detectado, mesmo em amostras
autolisadas e/ou contaminadas, viabilizando o diagnéstico rapido e sensivel,
particularmente nos casos em que outras provas seriam inviaveis (LANGONI, 1999).

Diversos testes de diagnostico laboratorial mais sensiveis e especificos que os
testes convencionais em uso tém sido estudados, como a técnica de diagnéstico precoce
que utilizou anticorpos fluorescentes dirigidos contra uma proteina de membrana
(LipL32) existente somente em sorovares patogénicos (LUDTKE et al., 2002).

GENOVEZ et al., (2001) avaliaram a reagdo de contraimunoeletroforese como
teste género-especifico para diagnostico da leptospirose suina. O procedimento
apresentou segurancga, rapidez e facilidade de execugdo com baixo custo, sendo ideal
para a andlise de grande numero de amostras.

O isolamento do agente pode ser feito a partir do cultivo em meios solidos ou semi-
solidos especificos, como o meio de Ellinghausen, Mac Cullough, Johnson e Harris
(EMJH), meio de Fletcher e meio de Korthof. Na fase aguda da doenga, os materiais
ideais para o isolamento sdo o sangue e o figado. Na fase cronica, a urina constitui o
material de eleicdo para se realizar o isolamento, entretanto, devido a eliminagéo
intermitente do agente por esse fluido, sdo necessérias varias amostras (FAINE et al.,
1999).

Alguns cuidados fundamentais devem ser observados para que haja sucesso no
isolamento de Leptospira spp. Dentre eles podemos destacar: coleta e utilizagdo de
materiais assépticos, rapidez entre a coleta e o processamento da amostra, meios de
cultura especificos e convenientes para o isolamento da bactéria, uso de antibidticos
seletivos. Os microorganismos contaminantes tornam o isolamento dificil, pois
multiplicam-se depressa e, por conseguinte, impedem o crescimento de Leptospiras
(FREITAS et al., 2004).

Leptospiras virulentas causam infecgdo em animais de laboratério, que podem
ser usados para o isolamento primdrio a partir de materiais clinicos. O hamster
(Mesocricetus auratus) é a espécie mais sensivel a a¢fio das leptospiras, morrendo em
aproximadamente quatro dias apés a inoculagdo (ENRIETTI, 2001), sendo, dessa forma
a espécie de elei¢do para o isolamento de leptospiras (ALVES et al., 1992; OLIVA et
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al., 1994). A inoculagdo por via intraperitoneal é a forma mais eficiente para o
estabelecimento e evolugdo de infecgdes experimentais pelos variados sorovares de
leptospiras nestes animais (MACEDO et al., 2004).

3.6 Prevengiio e Controle

A prevengdo da leptospirose deve se basear em agdes que atuem diretamente
sobre o animal, como a imunoprofilaxia, pela utilizagio de vacinas, como aquelas
dirigidas para o controle de seus reservatorios, sejam os proprios animais infectados,
bem como os roedores e o ambiente (FAINE et al., 1999; HAGIWARA, 2003).

O controle da leptospirose suina ¢ largamente dependente de medidas de
saneamento da granja e de diagnéstico da doenga, que muitas vezes sdo dificeis de
serem implementadas principalmente em regides onde a suinocultura ndo € tecnificada
(DELBEM et al., 2004b). Partindo do conceito que as leptospiras sdo sensiveis a
+ diversos detergentes e desinfetantes, programas de desinfec¢do na granja com a
realizacio de vazio sanitdrio no sistema “all in all out”, “tudo dentro, tudo fora™ sio
medidas importantes na eliminagdo de leptospiras presentes nas instala¢gdes das granjas
suinicolas (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Dentro das agdes de saneamento, PIFFER et al., (1998) afirmaram que uma
granja de suinos oferece multiplas formas para a viabilidade, permanéncia e transmisso
da leptospirose através de caracteristicas favoraveis do ambiente, do manejo e das
instalagdes. DELBEM et al., (2004b) relataram que as leptospiras sdo langadas ao meio
ambiente principalmente através da urina de roedores, e que 0s microorganismos
encontram nas cole¢des de 4guas paradas, representadas por areas alagadigas,
bebedouros do tipo canaleta e reservatorios de agua ndo higienizados periodicamente,
condi¢des para sobreviver e meios para alcangar um suino suscetivel. Assim sendo, a
sugestdo de intervengdo seria a drenagem das areas alagadigas proximas as instalagdes
dos suinos, a substituigdo dos bebedouros do tipo canaleta pelos automaticos € a
higienizag@o periddica dos reservatdrios de dgua. Quando ndo for possivel a troca por
bebedouros automaticos, sugere-se um programa de higienizagdo periddica dos
bebedouros do tipo canaleta, pois tal pratica parece ter sido eficiente para os
reservatorios de agua. Adicionalmente, recomenda-se a adogéo de programa de controle
de roedores. Neste ultimo item, as a¢des de combate incluem a modificagdo ambiental,
as medidas preventivas (construgdes a prova de roedores), as medidas ofensivas, uso

técnico de raticidas e a educagdo em saude que pressupde a introdugdo de novos habitos
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culturais. A presenca de estirpes de roedores geneticamente resistentes & warfarina ja foi
confirmada no Brasil (CARVALHO NETO, 1986).

Em granjas de suinos positivas para a leptospirose, a erradicagio da doenga é
dificil. Programas de descarte de fémeas acima de seis partos e comprovadamente soro
reagentes para a leptospirose suina podem contribuir para a diminuigfio das fontes de
infecgdo (SOTO et al., 2006). Quando da instalagdo de um surto de leptospirose, o
tratamento inicial com estreptomicina (ALT & BOLIN, 1996) ¢ medida capaz de
prevenir quadros de abortamento. O uso subseqiiente de antibiético a base de
oxitetraciclina, principalmente, misturado a ragdo dos animais, tem provocado pequena
modificagdo favoravel no quadro da infecgdio (EDWARDS & DAINES, 1979). Outros
antibiéticos tém sido ensaiados para o tratamento da leptospirose. SANTOS et al., 2001
detectaram resultados satisfatorios em hamsters tratados com uma unica aplicagdo de
25mg/kg de peso vivo de ceftiofur sodico, a infecgdio com diferentes concentragdes de
leptospiras. Apesar deste resultado satisfatorio, a estreptomicina ainda persiste como

antibiético de elei¢do para o tratamento da leptospirose animal.

As doengas s6 ocorrem como consequéncia do desequilibrio da relagdo defesa
do hospedeiro e agente infectante. Nos sistemas intensivos de criagdo de suinos, a
microbiota dos animais varia grandemente e, consequentemente, também varia a
resisténcia dos individuos contra as doengas. Apds a aplicagdo de uma vacina, espera-se
que os animais desenvolvam imunidades suficientes para ndo adoecerem quando do
contato com o agente infeccioso. Eventualmente, a vacinagdo ndo impede o
desenvolvimento da doenga, mas ela apresenta uma evolugdo menos severa e ndo

determina prejuizos econdmicos (CARVALHO, 2005).

As vacinas anti-leptospirose suina disponiveis no mercado brasileiro sdo
constituidas de bactérias integras inativadas polivalentes. Os sorovares comumente
presentes sdo: Canicola, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Pomona, Grippotyphosa e
Bratislava. O esquema de vacinagfio preconizado baseia-se na aplica¢do de duas doses
nas marrds ou primiparas, sendo a primeira aos 28 e, a segunda, 14 dias da cobertura,
respectivamente. Para matrizes acima de um parto, a vacinagdo deve ocorrer durante a
lactagdo, aproximadamente 14 dias antes da cobertura ou na primeira semana de
lactagdo. Para os machos, a vacinagdo deve ser semestral apds a aplicagdo das duas
doses iniciais da vacina (CARVALHO, 2005).
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Apesar das limitagdes das vacinas contra a leptospirose, FRANTZ et al., (1989)
relataram redugdo na taxa de natimortos em rebanhos de suinos tratados com bacterinas
contendo cinco ou seis sorovares. BEY & JOHNSON (1993) encontraram titulos de
anticorpos protetores satisfatorios em suinos tratados com bacterinas pentavalentes.
NGUYEN et al., (1998) detectaram diferengas significativas na producio de aglutininas
em leitdes vacinados contra a leptospirose suina associando esta variagdo da resposta

imunoldgica as diferengas raciais dos animais.

E sabido que as vacinas contra a leptospirose em suinos previnem a doenca.
Entretanto, a especificidade dos sorovares limita a eficiéncia de vacinas mortas com
c€lulas integras (KOIZUMI & WATANABE, 2005). Existe o consenso de que a
produgdo conferida por bacterinas anti-leptospira é sorovar especifica (PRESCOTT et
al., 1991), no entanto, j& foi observada a protegdo cruzada entre representantes de um
mesmo sorogrupo (COSTA et al., 1998; TABATA et al., 2002).

As proteinas, especialmente as de membrana externa e de superficie das
leptospiras patogénicas, sdo antigenos efetivos para a produgdo de vacinas anti-
leptospirose. A identificagdo destas proteinas que podem ser conservadas por longos
periodos e promover prote¢do cruzada contra vérios sorovares tem se tornado um dos
maiores pontos de interesse para o desenvolvimento de vacinas anti-lepotospirose
(SEGERS et al., 1990; FAINE et al., 1999).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados para este estudo 131 suinos abatidos no Matadouro Publico do
Municipio de Patos - PB. Todos os animais estudados apresentavam-se sem

manifestagdes clinicas sugestivas de infecgdo por leptospiras.

4.2 Amostragem

Para o célculo do nimero de animais a serem utilizados, foram considerados os
seguintes parametros: (a) prevaléncia esperada; (b) erro absoluto; e (c) nivel de
confianga. O calculo foi feito com a férmula para amostras simples aleatorias
(THRUSFIELD, 1995):

Z* x p(1- p)
0= yr

onde:
Z=1,96 (nivel de confianga de 95%)
p = prevaléncia esperada de 50% (maximizag@o de amostra)
d = erro absoluto de 10%
Foram utilizados 96 animais e por motivo de seguranca, foi colhido sangue de

131 animais, totalizando 46 machos e 85 fémeas.

4.3 Colheita de Sangue

A colheita de sangue foi realizada no periodo de outubro a novembro de 2006. O
sangue foi colhido por pungdo da veia cava cranial, antes do abate, e deixados em
temperatura ambiente para a retragdo do coagulo. Em seguida as amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo para o transporte ao Laboratério de
Doengas Transmissiveis da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). No
laboratério, as amostras de sangue foram centrifugadas, e os soros foram colocados em
microtubos estéreis e acondicionados a -20°C até a realizagdo do diagndstico

sorologico.
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4.4 Diagnéstico Sorolégico

4.4.1 Reagdo de Soroaglutinagdo Microscopica - SAM

A técnica de soroaglutinagfo microscopica (SAM) com antigenos vivos (FAINE
et al., 1999), prova de referéncia pela Organizagdo Mundial da Satide - OMS para o
diagnéstico da leptospirose, foi empregada para mensuragdo dos niveis de aglutininas

para todas as amostras de soros.
4.4.1.1 Antigenos

A SAM foi realizada com uma colegéio de culturas vivas de Leptospira spp., com
um representante de cada sorogrupo, totalizando 22 variantes soroldgicas, apresentadas
no Quadro 1. As culturas de leptospiras foram mantidas em meio liquido de EMJH
modificado (ALVES, 1996) suplementado com 15% de soro estéril de coelho e
inativado a 56°C por 30 minutos, enriquecido com 1% de piruvato de sodio, 1% de
cloreto de célcio, 1% de cloreto de magnésio e 3% de L-asparagina e incubadas durante
sete a dez dias em estufa bacteriologica a 28°C. Cada cultura foi examinada quanto a
pureza e auséncia de autoaglutinagdo em microscopia de campo escuro em aumento
100X. A densidade antigénica foi acertada para conter aproximadamente de 100 a 200

microorganismos por campo microscopico (100X).
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Esnécie Sorasruno Sorovar
L horepetersenii Ballum Castellonis
L bharenetersenii Javanica Javanica
L. horenetersenii Tarassovi Tarassovi
L. horenetersenii Celledoni Whitcombi
L. interroesans Australis Australis
L. interroeans Autumnalis Autimnalis
L. interroeans Bataviae Bataviae
L. interrovans Australis Bratislava
L. interroeans Canicola Canicola
L interroeans Icterohaemorrhagiae Conenhageni
L. interroeans Grrinpotvphosa Grinnotvphosa
L interroegns Seiroe Hardiopraiitno
L. interroeans Hebdomadis Hebdomadis
L interroeans Pomona Pomona
L._interrocans _Icterohaemorrhaeiae | Icterohaemorrhagiae |
L. interroogns Diasiman Sentot
L. interrocans Seiroe Wolffi
L._interroeagns Pvrogenes Pvrogenes
L kirschneri Autumnalis Butembo
L kirschneri Cvyponteri Cynonteni
L. noouchii Panama Papnama
L. santarosdai Shermani Shermani

Quadro 1. Relagiio das espécies de Leprospira, sorogrupos e sorovares que foram
empregados como antigenos na rea¢do de Soroaglutina¢io Microscopica
realizada sob a forma de microtécnica.

4.4.1.2 Triagem

Cada amostra de soro foi diluida a 1:50 em solugdo salina tamponada de
Sorénsen (pH 7,4). Desta diluigio, 50 pL foram colocados em microplaca de
poliestireno de fundo chato com 96 pogos, e acrescentados de 50 pL do antigeno,
obtendo-se dilui¢do inicial 1:100. Cada amostra soroldgica foi colocada frente a bateria
antigénica com 22 sorovares. As microplacas foram incubadas em estufa bacteriologica

a 28°C por trés horas.

4.4.1.3 Titulagdo

Soros reagentes na triagem foram novamente testados para a determinagio do
titulo final de aglutininas anti-leptospiras, efetuando-se diluigbes seriadas em escala
geométrica de razio dois em solugdo salina tamponada de Sorénsen (pH 7.4) ¢
acrescidos de 50uL do antigeno que foi detectado como positivo na triagem. As

microplacas foram incubadas em estufa bacteriologica a 28°C por trés horas.
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4.4.1.4 Leitura e interpretagdo

As leituras foram realizadas em microscopio Optico Jena Zeiss com condensador
de campo escuro seco, com lente objetiva Epiplan 10x/0,20 e de ocular 10 (100X)
observando-se a formagéo de aglutinagdes. Na triagem, os soros na dilui¢do de 1:100
que revelaram 50% ou mais leptospiras aglutinadas, foram titulados frente aos
respectivos antigenos. O titulo final foi a reciproca da maior dilui¢gdo (>100) que

apresentou pelo menos 50% de leptospiras aglutinadas (FAINE et al., 1999).

4.5 Analise Estatistica
Diferengas na soroprevaléncia por sorovar e associa¢io entre sexo dos animais e

soroprevaléncia foram verificadas pelo teste de qui-quadrado (ZAR, 1999), com nivel
de significancia de 5 %, usando o sofiware MINITAB, versdo 13.0.
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S RESULTADOS

Dos 131 suinos analisados, 44 foram soropositivos para pelo menos um sorovar
de Leptospira spp., resultando em uma soroprevaléncia de 33.6% (IC 95% = 25.58% -
42.36%). Entre os suinos machos, a soroprevaléncia foi de 39,13% (IC 95% = 25.46% -
34.63%), e entre as fémeas foi de 30.59% (IC 95% = 21.05% - 41.53%) (Tabela 1).
Néo houve associag@o entre o sexo e a soroprevaléncia de anticorpos anti-Leptospira
spp. (P =0,427).

O sorovar mais freqiiente foi o Pomona, com 38 soros reagentes (29.0%; IC 95%
= 21.4% - 37.6%). Outros soroprevalentes reagentes foram respectivamente: Pyrogenes
(2.3%; IC 95% = 0.5% - 6.5%), Canicola (1.5%; IC 95% = 0.2% — 5.4%) e Shermani
(0.8%; IC 95% = 0.02% - 4.2%) (Tabela 2). Houve diferenca estatistica na
soroprevaléncia do sorovar Pomona comparado com os outros sorovares reagentes (P <
0.0001).

Tabela 1. Prevaléncia de anticorpos anti-Lepfospira spp. em suinos abatidos no matadouro
publico de Patos, Paraiba, Brasil, no periodo de outubro a novembro de 2006,
segundo o sexo. Patos, PB 2008.

Soro Prevaléncia

Sexo N° total de animais N° de Positivos % IC95 %
Machos 46 18 39,13 25,46-34,63
Fémeas 85 26 30,59 21,05-41,53

Total 131 44 33,6 25,58-42,36

P=0,427
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Tabela 2.

Prevaléncia (%) e intervalo de confianga de 95% de amostras de soros de
suinos abatidos no matadouro publico de Patos, Estado da Paraiba, no
periodo de outubro a novembro de 2006, com titulos para quatro sorovares
de Leptospira spp.

Titulo de aglutininas

Sorovar 100 200 400 800 1600 3200 Total Prevaléncia(%) IC95%
Pomoma 2 9 6 10 6 5 38 29.0 21.4-37.6
Pyrogenes 3 3 2.3 0.5-6.5
Canicola 1 1 2 1.5 02-54
Shermani 1 1 0.8 0.02-4.2
Total 6 10 7 10 6 5 44 33.6 25.5-42.4
P <0.0001
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6 DISCUSSAO

A prevaléncia de anticorpos anti-Lepfospira em suinos abatidos no matadouro
publico de Patos, Paraiba, no periodo de outubro a novembro de 2006, pode ser
considerada alta (33.6%; IC 95% = 25,58% - 42,36%). Isso levanta preocupagdes que vo
desde a exposigdo de individuos que trabalham diretamente com a lida dos animais, ou
seja, veterindrios e criadores, bem como os magarefes que trubalham com produtos e
subprodutos de origem animal, muitas vezes sem tomar os cuidados necessarios para a

prevengdo da infecgo.

O sorovar mais freqiiente reagente nesse estudo foi o Pomona. Este sorovar foi o
mais comumente isolado em suinos em todo o mundo e sua infecgfio foi amplamente
estudada (ELLIS, 1999). Em todo o mundo os sorovares de Lepfospira spp. mais
frequentemente isolados de suinos sdo Pomona, Tarassovi, Bratislava, Gripothyphosa e

com menor predominancia Icterohaemorrhagiae e Canicola (FAINE et al., 1999).

Na espécie suina o predominio do sorovar Pomona foi observado nos estados do
Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Pernambuco comprovando os estudos de SANTA
ROSA et al. (1969-1970), OLIVEIRA (1977), VIEGAS et al. (1980) e LARSSON et al.
(1984).

O sorovar Pomona ¢ um dos mais comuns sorovares que causam leptospirose em
suinos, uma vez que € adaptado para esta espécie, e provoca abortos ou nascimento de
leitdes fracos ou mortos. No presente estudo os animais ndo apresentaram sinais
clinicos. SANTA ROSA et al., (1970) relatam que infecg@o por este sorotipo geralmente
se apresenta na forma cronica, apenas com ligeiros sintomas, provavelmente devido ao
desenvolvimento da imunidade (SANTA ROSA et al., 1970).

O sorovar Pyrogenes, o segundo mais freqiiente € considerado acidental para
suinos. A epidemiologia de leptospirose em suinos ¢ considerada muito complicada, ja
que suinos podem ser infectados por qualquer sorovar patogénico. Felizmente um
numero pequeno de sorovares ¢ endémico em uma regido particular ou pais, e cada
sorovar tende a ser mantido por hospedeiros de manutengdo. Sendo assim, em qualquer
regido serdo infectados por sorovares mantidos por suinos ou por sorovares de outras
espécies animais que estejam em uma mesma area. A importdncia relativa dessas
infecgdes € determinada por fatores sociais, de manejo e ambiental, que contribuem para

o contato e transmissdo de leptospiras de outras espécies para os suinos (ELLIS, 1999).
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No Brasil, o sorovar Pyrogenes tem sido encontrado em estudos sorolégicos na espécie
canina (ALVES et al., 2000), fato que sugere a possibilidade de infecgio acidental por
este sorovar nos animais do presente estudo, uma vez que esta sorovariedade ndo é

considerada uma das mais prevalentes em suinos.

No presente estudo, o sorovar Canicola foi o terceiro mais fregiiente. Embora
organismos pertencentes ao sorogrupo Canicola tenham sido isolados de suinos (ELLIS,
1999), epidemiologicamente o sorovar Canicola é menos conhecido. Os cdes sdo
hospedeiros permanentes deste sorovar e € provavel que seja a fonte de infec¢do através
do qual este ¢ introduzido no rebanho suino.

O sorovar Shermani, quarto mais fregiiente neste estudo, foi o primeiro isolado
de ratos cobaios (Proechimys semispinosus) na zona do canal Panama (SULZER et al.,
1982) e a soropositividade em suinos foi descrita por GUERRA et al., (1986), contudo,

sinais clinicos associados a este sorovar em suinos nunca foram relatados.

34



7 CONCLUSAQO

A prevaléncia de anticorpos anti-Lepfospira em suinos abatidos no matadouro
publico de Patos, Paraiba, no periodo em estudo, foi alta (33.6%; IC 95% = 25,58% -
42,36%). Com base nesses resultados, medidas de controle efetivas precisam ser
realizadas, j4 que esta zoonose assume grande importincia em saiude publica, assim
como do ponto de vista econdmico, causando sérios problemas reprodutivos nos

animais.

Sugere-se que sejam implantadas praticas adequadas de manejo nas criagdes de
suinos, com o intuito de prevenir a transmissdo de Leptospirose para esses animais. E de
fundamental importdncia a ado¢do de medidas preventivas por parte dos individuos
expostos ao risco ocupacional da doenga (criadores, veterindrios e magarefes), uma vez
que se trata de uma importante zoonose responsavel por sérios problemas de satude

publica.
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