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RESUMO

FERNANDES, JUCIE JALES. Frequéncia de anticorpos e tentativa de isolamento de

Leptospira spp. a partir do trato geniturinario de suinos abatidos na microrregiao de

Catolé do Rocha, estado da Paraiba, Brasil. UFCG, 2017. 42p. (Trabalho de Conclusio
de Curso em Medicina Veterinaria, Medicina Veterinaria Preventiva e Satide Animal).

A leptospirose ¢ uma doenca infectocontagiosa que afeta os animais domésticos e
silvestres, além de ser uma importante zoonose. Nos suinos causa principalmente
problemas reprodutivos como abortos, leitegadas fracas e infertilidade, levando a diversos
prejuizos econdmicos para os criadores. Com base na auséncia de estudos sobre a presenca
da bactéria nos animais da regido, o presente trabalho teve como objetivo verificar a
frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp., além do isolamento. Foram coletadas
amostras de sangue, fragmento renal e secrecdo vaginal de 50 suinos abatidos no
matadouro municipal de Brejo do Cruz, entre agosto de 2016 a abril de 2017. O
diagnéstico soroldgico realizado pela técnica de soroaglutinagdo microscépica (SAM),
utilizando uma cole¢do de antigenos vivos incluindo os 20 sorovares. Para o isolamento as
amostras de fragmento renal e secrecdo vaginal foram coletadas no meio de cultura STAFF
e repicadas para o meio EMJH, ficando incubadas em estufa e acompanhadas por leituras
semanais durante 12 semanas. Dos 50 suinos examinados 20 apresentaram aglutininas anti-
Leptospira spp., sendo identificado uma frequéncia de 40%. Entre os 20 soropositivos 10
(50%) foram para o sorovar Tarassovi, € 5 (25%) para Bratislava, ainda reagiram para
Pomona, Bataviae e Icterohaemorrhagiae. Na tentativa de isolamento ndo houve
crescimento em nenhuma das amostras. Os resultados sugerem a pouca participacdo de
outros hospedeiros na transmissao das leptospiras para os suinos da regido, e alertam para a
preocupacdo com medidas preventivas como: vacinacao dos suinos, limpeza e desinfeccao
das instalagdes, destino apropriado dos dejetos dos criatorios, o uso de luvas e botas para
tratadores, agricultores e outras pessoas expostas ao contato direto com esses animais;
evitar contato com lixo e dgua de enchentes e esgotos, e entre outras medidas com o
objetivo de minimizar os riscos da ocorréncia da doenca nos criatérios entre os animais e
sua transmissao para os seres humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Leptospirose, Matadouros, Diagnéstico sorolégico, Zoonose.



ABSTRACT

FERNANDES, JUCIE JALES. Frequency of antibodies and attempt to isolation of
Leptospira spp. from the genitourinary tract of pigs slaughtered in the Catolé do
Rocha microregion, state of Paraiba, Brazil. UFCG, 2017. 42p. (Course Completion
Work in Veterinary Medicine, Veterinary Preventive Medicine and Animal Health).

Leptospirosis is an infectious disease that affects domestic and wild animals, and is an
important zoonosis. In pigs we cause problems like abortions, weak milk and infertility,
leading to several economic damages for breeders. Based on the absence of studies on a
presence of bacteria in the animals of the region, the present study aimed to verify the
frequency of anti-Leptospira spp. In addition to insulation. Samples of blood, renal
fragments and vaginal secretions were collected from 50 slaughtered pigs without a
municipal slaughterhouse in Brejo do Cruz between August 2016 and April 2017. The
serological diagnosis performed by the microscopic serum agglutination (MAT) technique,
using a collection of antigens Including the 24 serovars. For isolation as samples of renal
fragment and vaginal secretion were collected in the STAFF culture medium and repixed
to the EMJH medium, incubated in an oven and monitored weekly for 12 weeks. Of the 50
pigs examined, 20 presented anti-Leptospira spp. Agglutinins. A frequency of 40% was
identified. Among the 20 seropositive 10 (50%) went to the serovar Tarassovi, and 5 (25%)
to Bratislava, still reacted to Pomona, Bataviae and Icterohaemorrhagiae. In the attempt of
isolation and growth in months of samples. The results suggest a low participation of other
hosts in the transmission of leptospires to pigs in the region, and warn of a concern with
preventive measures such as: vaccination of pigs, cleaning and disinfection of the facilities,
proper destination of the pigs' waste, the use of gloves And boots for handlers, farmers and
other people exposed to direct contact with these animals; Avoid contact with waste and
water from floods and sewage, and among other measures with the aim of minimizing the
risks of the occurrence of disease in the farms between the animals and their transmission
to humans.

KEY-WORDS: Leptospirosis, Slaughterhouses, Serological diagnosis, Zoonosis.



1- INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade que t€ém ganhado destaque no Brasil, sendo o pais
atualmente um dos maiores produtores e exportadores de carne suina no mundo.
Ocorreram grandes progressos e avancos na producdo nas ultimas décadas, onde a
atividade despertou investimentos, o que levou a diversas transformacdes, sendo adotados
sistemas de criagdo que elevaram a produtividade para poder atender as demandas e
exigéncias do mercado.

Na regido Nordeste, em especial na Paraiba a suinocultura é uma atividade de
subsisténcia desenvolvida principalmente por pequenos produtores, que representa grande
importancia na permanéncia do homem no campo, tendo grande papel socioeconémico,
gerando empregos nas propriedades, além de produzir proteina animal de alta qualidade.

Assim a atividade seja em pequenas criacoes dos produtores rurais, ou em grandes
criatérios tecnificados e equipados, necessita que os animais se mantenham sauddveis para
que se consiga uma boa produtividade e ndo haja prejuizos econdmicos.

Em qualquer tipo de criacdo, as condi¢cdes podem favorecer a presenca de agentes
infecciosos que possam comprometer a saide dos animais. Diversas doencas podem afetar
a saude dos suinos, entre elas estd a leptospirose que além de prejudicar a capacidade de
producdo dos animais € uma importante zoonose.

Causa enormes prejuizos para os pecuaristas ji que os animais apresentam
principalmente problemas reprodutivos como abortos, queda no indice de fertilidade e
nascimento de animais debilitados, além dos custos com o tratamento da infec¢ao.

Existem vérios estudos realizados com o objetivo de determinar a prevaléncia da
doenca em bovinos, ovinos e caprinos na Paraiba, e também identificar o tipo de
sorovariedade da bactéria presente, porém pesquisas em suinos ainda s@o escassas. Sendo
necessdria a investigacdo da presenca da bactéria nessa espécie na regido, assim como a
identificacdo do sorotipo, pois dessa forma, medidas de profilaxia serdo devidamente
direcionadas para evitar a infeccdo dos rebanhos e também das pessoas que estdo em
contato direto com esses animais. Levando em consideracdo que animais infectados podem
permanecer sem apresentar sinais clinicos, eliminando a bactéria no ambiente permitindo a
infeccdo de outros animais e do proprio homem.

Nesse contexto, a investigacdo soroldgica e o isolamento representam grande

relevancia, uma vez que se obtendo éxito na cultura e identificacdo, serd possivel analisar



se as vacinas utilizadas na regido tém eficicia contra esse sorotipo identificado. Além de
poder incluir o sorovar isolado no teste de soroaglutinagdo microscopica (SAM),
proporcionando um aumento na sensibilidade da técnica ja que os sorovares utilizados nao
sdo da nossa regido. Possibilitando também uma maior prevencdo por se conhecer sua
sensibilidade a determinadas vacinas utilizadas, além da possibilidade de direcionar
medidas de preven¢do mais eficazes que diminuam os riscos de contamina¢do dos animais
e prejuizos financeiros posteriores.

Estando ciente da importancia dessa investiga¢do e da contribui¢do que esse estudo
traz, o trabalho objetivou determinar a presenca da Leptospira spp. no trato geniturinario
de suinos abatidos na microrregido de Catolé do Rocha, através da tentativa de isolamento

e realizacdo do diagnodstico soroldgico.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Agente etiolégico

O agente causador da leptospirose pertence ao género Leptospira, da familia
Leptospiraceae e ordem Espirochaetaceae, compreendendo bactérias com formas
helicoidais ou espirais (QUINN et al., 2005). S3o organismos bem delgados com 0,1 um x
6 a 20 um, apresentando células tipicas com um gancho em cada extremidade conferindo a
forma de S ou C (Figura 1) (HIRSH; ZEE, 2003). Sao bactérias aerébias e ndo se coram
bem com corantes bacteriolégicos convencionais mesmo sendo Gram-negativas, mas
podem ser visualizadas através da microscopia de campo escuro (TRABULSI et al., 1999;

QUINN et al., 2005).

Figura 1 - Leptospira spp. visualizada através do
microscépio de campo escuro.

Fonte: FAINE et al.,1999.

A sobrevivéncia dessas bactérias no ambiente varia de acordo com umidade,
temperatura e pH, assim um ambiente imido temperado com pH neutro a levemente
alcalino € propicio a sua resisténcia (TRABULSI et al., 1999). Quando a temperatura
ambiental é quente as leptospiras podem sobreviver em lagoas, rios, superficies d’agua,
solos umidos e lama (QUINN et al., 2005).

Apds uma reunido do subcomité sobre taxonomia realizada em Quito no Equador
no ano de 2007, as espécies de Leptospiras spp. foram reclassificadas, compreendendo 13
espécies patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L.

interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae,
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L. weilii e L. wolffi, com mais de 260 sorovares. As espécies saprofitas incluem L. biflexa,
L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielii e L. wolbachii, com mais de 60 sorovares
(ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Existe uma classificagdo sorolégica em que as bactérias sdo agrupadas de acordo
com os lipopolissacarideos (LPS) de membrana, presentes na sua parede celular, formando
assim os sorovares. Os sorovares compdem sorogrupos, de acordo com a relagdo de

antigenicidade pelo teste de adsorcdo de aglutinagdo (CERQUEIRA, PICARDEAU; 2009).

2.2 - Aspectos epidemioldgicos

E uma zoonose com distribuicio mundial, apresenta grande prevaléncia no
continente americano sendo considerada endémica na América Latina e no Caribe,
causando prejuizos na economia agropecudria. A ocorréncia dessa doenga estd ligada
diretamente aos fatores ambientais, sendo estes determinantes para um foco de infec¢do, no
qual a amplitude estd na dependéncia de condi¢Oes favordveis, das caracteristicas do
habitat e da presenca de animais silvestres (GENOVEZ et al., 2006).

O Brasil tém ocorréncias anuais de leptospirose em grandes centros urbanos,
sobretudo nos periodos de chuva com ocorréncia de cheias, principalmente nas dreas com
deficiéncia em saneamento bdsico (DIAS et al., 2007). Alguns fatores como, climas
quentes e umidos, pH do solo alcalino e pastos alagados contribuem consideravelmente
para a disseminagdo do agente (ADORNO, 2000).

A leptospirose pode acometer praticamente todos os animais domésticos, animais
silvestres como os ratos e outros roedores, além do homem. Embora nem sempre provoque
a manifestacdo dos sinais, os animais infectados tornam-se portadores podendo eliminar o
microrganismo no ambiente através da urina, contribuindo para sua disseminacdo na
natureza (LEVINSON, JAWETZ; 2005; ALCINDO, 2010).

Quando um hospedeiro de manutencdo € infectado e desenvolve a doenca
sistémica, as leptospiras colonizam seus tubulos renais e sdo eliminadas no ambiente por
tempo indeterminado desde semanas, meses, anos ou até por toda a vida como no caso dos
roedores (FAINE et al., 1999; LILENBAUM et al., 2008).

Os suinos sdo considerados hospedeiros definitivos ou mantedores, quando sao

acometidos pelos sorovares Pomona, Bratislava e Tarassovi; e hospedeiros acidentais
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quando o sorovar infectante € Icterohaemorrhagiae, Canicola, Autumnalis, Hardjo e

Grippotyphosa (GONCALVES, COSTA; 2011).

2.3 - Sadde publica

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial, sendo o homem considerado
um hospedeiro acidental e terminal dentro da cadeia de transmissdo, tendo pouca
contribuicao na disseminagao da doenga (OLIVEIRA; GUIMARAES; MEDEIROS, 2009).

A doenca foi descrita em humanos pela primeira vez por Adolfo Weil em 1886,
como uma enfermidade aguda. Mas s6 em 1916, foi identificado o seu agente, sendo
caracterizado como uma bactéria helicoidal (espiroqueta) do gé€nero Leptospira
(OLIVEIRA, 2009).

E considerada de cardter ocupacional, constituindo um fator de risco para
agricultores, tratadores de animais, pessoas que trabalham em abatedouros e frigorificos,
na inspecdo, bem como Médicos Veterindrios e diversos outros profissionais que t€ém
contato direto com os fatores de risco (LUCHEIS, 2006).

Outro fator importante sdo as condi¢des de saneamento bdsico precdrias que
existem nas periferias de grandes cidades, e nas dreas mais pobres. Uma vez que o contato
direto com esgoto, lixo, d4gua de enchentes e inundag¢des sdo condigdes favordveis a alta
endemicidade e epidemias (MARTINS; CASTINEIRAS, 2009).

A incidéncia de leptospirose em humanos tém se elevado na América Latina, em
decorréncia do crescimento desordenado das cidades e dos desastres ambientais (CASTRO
et al., 2010)

Diversos sorovares sao disseminados através dos roedores, assim estes animais
contribuem para a contaminacdo ambiental permitindo a possibilidade de infec¢do no ser
humano (CASTRO et al., 2010). Nesse contexto o Rattus novergicus representa uma
importante fonte de infeccdo e ocupa lugar de destaque na transmissdo da leptospirose
humana (FIGUEIREDO et al., 2013).

Os suinos s@o considerados reservatorios de leptospiras tanto para outros animais
como para o homem e representam um importante papel na cadeia epidemioldgica da
leptospirose humana. Uma vez que esses animais infectados passam por um periodo longo
sem apresentar sinais clinicos e a urina aos 20-30 dias apds a infeccdo contém grandes

quantidades de leptospiras vidveis (SOTO et al., 2007). Assim os suinos representam riscos
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para as pessoas que mantém algum contato com os animais e para toda a populacdo que
pode ser infectada pela bactéria através de dgua das enchentes, esgotos e entre outras

fontes.

2.4 - Transmissao

A leptospirose pode ser transmitida através do contato direto ou indireto com 4gua
contaminada pela urina de um animal infectado, onde o agente pode ser disseminado no
ambiente por hospedeiros acidentais e hospedeiros de manuten¢ao (PIMENTA, 2011).

As leptospiras penetram no organismo através das mucosas, da pele lesionada ou
através da pele integra submetida ao contato prolongado com 4gua contaminada (QUINN

et al., 2005; SOTO et al., 2007).

2.5 - Patogenia

Sua patogenicidade estd ligada a viruléncia da sorovariedade infectante e a
suscetibilidade dos hospedeiros, sendo mais comum a doenca grave em hospedeiros
acidentais (QUINN et al., 2005).

Depois que o agente ultrapassa as barreiras e atinge a corrente sanguinea, inicia-se
sua multiplicacdo no sangue e em véarios 6rgdos entre os quais estdo figado, baco e rim.
Essa fase de disseminacdo hematégena dura em média cinco dias e € chamada de
leptospiremia. Essa fase tem fim quando surgem anticorpos na circulagdo, em torno dos 10
dias, afugentando as leptospiras da corrente sanguinea e de 6rgdos acometidos (ROSE,
1966; SOTO et al., 2007).

ApOs se desencadear uma reacdo imunoldgica no hospedeiro que leva a aumento
dos niveis de anticorpos circulantes, ocorre antagonizacao sobre bactérias invasoras e elas
encontram refigio em 4reas do organismo onde ha pouca ou nenhuma imunidade humoral.
Por isso as bactérias se refugiam em locais como camara do globo ocular e luz dos tubulos
renais, essa fase renal € chamada de leptospirdria que comeca entre o sétimo e décimo dia
da evolugdo (SOTO et al., 2007).

Devido a prépria acdo mecanica da bactéria, ocorre uma lesdo primdria nas células

endoteliais de pequenos vasos, levando a isquemia local em vérios 6rgaos e posteriormente
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necrose de tuibulos renais, de hepatdcitos e danos em outros 6rgdos como pulmaio,
meninges e placenta (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

As bactérias também podem penetrar e se multiplicar nos fetos, sendo o maior
problema para os suinos, ji que levam a morte ou reabsor¢cdo fetal, e o nascimento de
leitegadas fracas (SOTO et al., 2007).

Segundo Quinn et al. (2005), alguns microrganismos podem driblar a resposta
imunoldgica e permanecer no organismo, causando dano as membranas das hemadcias e das
células endoteliais, junto com lesdo hepatocelular, produzindo anemia hemolitica, ictericia,

hemoglobintria e hemorragia ligadas a fase aguda da doenca.

2.6 - Aspectos clinicos

A leptospirose pode manifestar-se de forma aguda, subaguda ou cronica
(HERMAN et al., 2004; ADORNO, 2006). Porém nos suinos, a doenca se apresenta
principalmente na forma aguda ou crénica, e geralmente os sinais clinicos apresentados
dependem da extensdo das lesdes e 6rgdo acometido, o abortamento tardio pode ser o
Unico sinal da doenca em muitos casos (FAINE et al., 1982).

Para Oliveira (1994) os principais sintomas nos suinos, estdo ligados aos
transtornos reprodutivos, como retorno ao cio nas primeiras seis semanas de gestacao,
descargas vulvares, aborto na fase final e o nascimento de leitdes fracos.

Os sorovares mais comuns que sdo encontrados causando doenca em suinos, sdo
Pomona, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Canicola, Gryppotyphosa, Bratislava e
Muenchen (SOTO et al., 2007).

Quando o sorovar infectante € especifico da espécie, pode haver uma certa
adaptacdo hospedeiro-parasita, e os sinais clinicos muitas vezes ndo se manifestam ou sao
pouco evidentes; ja quando os suinos sdo infectados com o sorovar ndo adaptado a espécie,
apresentam sinais clinicos evidentes e a permanéncia e eliminacdao da bactéria € por menos
tempo (GONCALVES; COSTA, 2011).

A forma aguda da doenca € marcada pela febre, leptospirdria e mastite focal ndo
supurativa nos animais adultos; enquanto nos jovens e leitdes pode ocorrer febre, anorexia,
hemoglobintria e alto indice de mortalidade nos recém-nascidos. A forma cronica é mais
evidente nos animais adultos, e nestes pode ocorrer leptospirdria geralmente pelo sorovar

Pomona, sendo os suinos responsdveis pela manutencao deste sorovar (SOTO et al., 2007).
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2.7 - Diagnéstico

A leptospirose apresenta sintomas amplos e inespecificos, com isso o diagndstico
torna-se complicado mesmo com experiéncia clinica, € embora a avaliagdo do ambiente
epidemiolégico e a histéria clinica do paciente contribui significativamente para o
diagnéstico, este s6 pode ser confirmado através de diagndstico laboratorial (VIEIRA,
2008).

Higino (2012) cita que antes de solicitar exames laboratoriais € importante
considerar que a doenca apresenta comportamento bifdsico. Esse mesmo autor relata na
fase inicial ocorre septicemia e as leptospiras podem ser encontradas no sangue, liquor e
maioria dos tecidos, enquanto na fase cronica € marcada por aparecimento dos anticorpos

séricos e eliminacao das leptospiras na urina.

2.7.1 - Diagnéstico clinico

E baseado no quadro clinico de cardter sist€émico, nos sinais € sintomas juntamente
com o histérico e contexto epidemioldgico, além de alteracdes laboratoriais com indicativo

de comprometimento hepatico e renal (RODRIGUES, 2008).

2.77.2 - Diagnostico sorolégico

Os testes soroldgicos sdo dirigidos para a identificacdo de anticorpos anti-

Leptospira spp. em soro de animais infectados pela bactéria (SOUSA, 2011).

2.7.2.1 - Soroaglutinagdo microscopica

Mesmo com vdérias técnicas disponiveis para a realizacdo de diagndstico, a
soroaglutinacdo microscopica (SAM) ainda € a mais praticada principalmente sem suinos
(SOTO et al., 2007). Sendo o teste recomendado pela OIE e OMS.

Ocorre produgdo de anticorpos nos animais infectados e essas imunoglobulinas se
dirigem contra o sorovar especifico; porém pode ter reagdes cruzadas entre diferentes

sorovares, com isso o animal pode ter reagdes para sorovares diferentes, dificultando a
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identificacdo do sorovar responsdvel pelo desencadeamento da doenca (HAGIWARA,
2003).

O principio desse teste consiste na incubacdo de diluicdes em série de soro do
paciente com estirpes de diferentes Leptospira spp. Um soro pode ser considerado como
positivo, quando pelo menos 50% das leptospiras sdo aglutinadas em relacio a um

antigeno de controle sem soro (figuras 2 e 3) (PICARDEAU, 2013).

Figura 3- Reacdo positiva

Fonte: Arquivo pessoal/ LDT, CSTR,
UFCG UFCG

Fonte: Arquivo pessoal/ LDT, CSTR,

2.7.2.2 - ELISA

E um teste que apresenta alta sensibilidade e permite identificar a presenca de
anticorpos ja na primeira semana da doenga, sendo utilizado para detectar principalmente
imunoglobulinas M (IgM), podendo também detectar imunoglobulinas G (IgG) (SOUTO,
2014). Esta sendo bastante utilizado nos laboratérios clinicos devido a sua simplicidade,
mas se reconhece que reagdes falso-negativas sdo relatadas, principalmente para os
sorogrupos Grippotyphosa, e em menor grau Australis (MUSSO; LASCOLA, 2013).

Para Picardeau (2013), a especificidade e sensibilidade desse teste sdo bastante
varidveis, € mesmo podendo detectar IgM anti-Leptospira spp. de 4 a 5 dias apds os sinais
clinicos ndo indica o sorovar infectante, sendo necessdrio a confirmacao por outro método

como 0 SAM ou cultura nos casos de positivo para ELISA.
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2.7.3 - Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Tém sido de grande utilidade a detec¢do do DNA de Leprospiras spp. através da
PCR, e demanda a selecdo de primers especificos que permitam a amplificacdo de todas as
espécies classificadas como patogénicas ou potencialmente patogénicas (ALCINDO,
2010).

Devido a sua sensibilidade e capacidade de obter-se um diagndstico rdpido, a PCR
¢ cada vez mais utilizada tendendo a substituir os métodos sorolégicos em zonas
endémicas (PICARDEAU, 2013).

N3ao se descarta a possibilidade da leptospirose mesmo o resultado sendo negativo
na PCR, podendo isso ocorrer quando o nimero de bactérias no organismo encontra-se
baixo (SYKES et al., 2011). Para esse autor embora a PCR tenha sido projetada para
detectar sorovares patogénicos, os ensaios disponiveis atualmente nio diferenciam entre os
sorovares e sorogrupos, nao sendo util para o estudo epidemioldgico de cepas de

Leptospira spp.

2.7.4 - Exame direto em microscopia de campo escuro

As leptospiras ndo sdo visiveis na microscopia convencional, sua visualiza¢do
requer um microscopio de campo escuro. O exame direto € insensivel, mas as bactérias sao
visiveis quando estdo vidveis no sangue, liquido cefalorraquidiano e na urina; além de ser
necessdria pratica para a realizacdo do exame ainda pode ter resultados falso-positivos,
devido a confus@o em cadeias de fibrina ou restos celulares. Mesmo a técnica permitindo a
visualizagdo do microrganismo, esse ndo € um exame recomendado, pois 0 mesmo nao
permite definir ou excluir o diagnostico (MUSSO; LASCOLA, 2013).

Higino (2012) afirma que as leptospiras podem ser vistas nos primeiros trés a sete

dias da infec¢do utilizando-se sangue, exsudato peritoneal ou pleural.

2.7.5 - Isolamento do agente

O isolamento de Leptospiras spp. admite o diagndstico definitivo, permitindo

também a identificagdo do sorovar infectante (PIMENTA, 2014). Existe dificuldade na
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cultura devido as baixas taxas de crescimento de algumas leptospiras, e o longo periodo de
incubacao (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Isolar Leptospiras spp. de animais que ndo apresentam sintomas é muito dificil,
tanto pelas préprias dificuldades do crescimento da bactéria, como também pela
possibilidade de contaminacio das amostras de urina, e a excre¢do de bactérias através da
urina ser intermitente em periodo incerto apos o animal ser contaminado (FAINE et al.

1999).

2.8 - Tratamento

O tratamento € guiado para controlar a infeccdo antes que danos irrepardveis se
instalem no figado e rim. Entre os antimicrobianos é recomendado o uso de estreptomicina
ou diidroestreptomicina (12 mg/kg IM duas vezes ao dia, por 3 dias), apresentando boa
eficdcia para animais adultos com a forma aguda (GIRIO; LEMOS, 2007; RADOSTITS,
2000).

Alguns antibidticos como as penicilinas e tetraciclinas, agem bem no combate a
leptospirose, mas para se obter maior efeito satisfatério e chance de recuperacdo é
necessdrio iniciar o tratamento o mais rapido possivel (TRABULSI et al., 1999).

Para Radostits (2000), a administragdo de oxitetraciclina (40 mg/kg IM por 3 ou 5
dias), doxiciclina e penicilina G sdo muito eficientes no combate da infec¢io aguda.

E recomendado uma tinica dose de estreptomicina (25mg/kg) nos casos de surtos de
abortos ou para eliminar as leptospiras de animais portadores, sendo mais eficiente quando
o sorovar responsdvel € o Pomona, ja sendo o Hardjo ndo tem efeito satisfatério (GIRIO;

LEMOS, 2007).

2.9 - Profilaxia

Para a OIE (2014) as vacinas contra a leptospirose embora diminuam a gravidade
da doenca, ainda ndo sdo eficientes para evitar a infec¢do completamente devido a
imunidade ser sorovar-especifica, protegendo sé contra os sorovares incluidos, ndo

induzindo uma resposta imunoldgica para os outros sorovares.
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Mesmo assim Girio e Lemos (2007), consideram que a vacinagdo, embora ndo
proporcione uma imunidade cruzada entre os sorovares, ¢ uma importante acdo de
prevencao.

A introdugdo de animais infectados usualmente culmina na transmissao da bactéria
para os rebanhos, devido a contaminacdo do ambiente ou pelo contato com os portadores
no pastejo, sendo uma importante medida de controle evitar a introducdo de animais
portadores da bactéria no rebanho. Para isso os animais devem ser mantidos em quarentena
por quatro semanas e realizados o teste antes da introducao no rebanho (HIGINO, 2012).

Para as pessoas que trabalham diretamente com os animais ¢ fundamental o uso de
roupas de protegdo e evitar contato com a urina dos animais, mesmo que essas medidas
dificultem o trabalho (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Deve-se direcionar medidas sobre os hospedeiros sinantropicos (roedores), pois
estes representam uma importante fonte da infeccdo, tais acdes devem ser guiadas para
evitar um ambiente favordvel ao abrigo e proliferacao desses animais (BRASIL,2014).

Medidas sanitdrias gerais devem ser tomadas, como limpeza e desinfeccdo de
instalacOes, currais e baias para que ndo haja condi¢des adequadas a presenca da bactéria,
diminuindo a chance de contaminacio e dificultando o contato dos animais com ambientes
favordveis a presenca da bactéria, reduzindo as possibilidades de sua contaminacdo
(HAGIWARA, 2003).

O controle da leptospirose ndo € feito com medidas isoladas, € necessario que as
diversas acdes citadas anteriormente sejam integradas de maneira planejada para maior
eficdcia na protecdo dos animais (BRASIL, 2014).

Para a prevencdo e controle da leptospirose em suinos € necessario acdes contra as
fontes de infeccao, reduzindo assim a quantidade de leptospiras no ambiente; outro fator de
grande importincia € o manejo e as medidas de saneamento das granjas ou currais que 0s
animais sao criados. Embora ndao haja um consenso sobre a efetividade das vacinas, no
Brasil existem vacinas anti-leptospirose constituidas por bactérias integras inativadas
polivalentes, com os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Pomona,

Grippotyphosa e Bratislava (CARVALHO, 2005).
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3 -MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa-CEP do
Centro de Sadde e Tecnologia Rural - CSTR da Universidade Federal de Campina Grande-
UFCG sob ndmero de protocolo CEP 031/2017.

3.1 - Local do estudo

O estudo foi realizado no municipio de Brejo do Cruz, o qual estd incluido no
Semidrido brasileiro, localizado na Mesorregido do Sertdo paraibano e dentro dessa na
microrregido de Catolé do Rocha (Figura 4). A suinocultura € uma atividade desenvolvida
principalmente por pequenos criadores na regido, mas representa importante papel, uma

vez que complementa a renda de muitas familias.

Figura 4— Municipio de Brejo do Cruz, Microrregido
de Catolé do Rocha, Paraiba — Brasil.

Fonte: ABREU, 2006.

3.2 - Animais

Foram coletadas as amostras de 50 suinos adultos ndo vacinados, sendo estes 22
machos e 28 fémeas, abatidos no abatedouro ptiblico do municipio de Brejo do Cruz entre
os meses de agosto de 2016 e abril de 2017. As coletas foram realizadas de acordo com o
cronograma e rotina do abatedouro, sendo coletado dos animais, amostras de sangue,

urina, fragmentos do rim e secre¢io vaginal das fémeas.
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3.3 - Diagnéstico
3.3.1 - Diagnéstico sorologico

Para o diagnéstico soroldgico foi realizada a coleta de sangue no momento da
sangria (Figura 5), utilizando-se tubos de 10 ml, sem anticoagulante. O material colhido foi
posteriormente transportado em condi¢des de refrigeracdo (caixa isotérmica com gelo) ao
Laboratério de Doengas Transmissiveis do Centro de Sadde e Tecnologia Rural da UFCG.
Ap06s a coagulacdo do sangue, as amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos
e 0s soros obtidos acondicionados em microtubos e refrigerados a —20°C, para a realizacdo
do teste sorologico (Figura 6). As amostras foram examinadas pelo teste de
soroaglutinacdo microscopica (SAM) de acordo com Galton et al. (1965), com uma
colecdo de antigenos vivos que incluiu 20 sorovares: Castellonis, , Tarassovi, Australis,
Bataviae, Bratislava, Guaricura, Panama, Hebdomadis, Canicola, Grippotyphosa,
Copenhageni, Hardjo, Pomona, Icterohaemorrhagiae, Pomona From, Djasiman, Wolffi,

Shermani, Sejroe e Autumnalis.

Figura 5 — Coleta do sangue do suino no momento da sangria.
. i % o -
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Fonte: Arquivo pessoal/ MPBC.

Figura 6 — Soro armazenado em microtubos apds
centrifugacéo.

Fonte: Arquivo pessoal/ LDT, CSTR, UFCG.
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Os soros foram triados na dilui¢do de 1:100, em seguida foram distribuidos nas placas
(Figura 7) (onde o soro de cada animal ficou na vertical e os 24 sorovares na horizontal, de modo
que o soro é testado com todos ), e posteriormente realizado as leituras com o auxilio de um
microscopico com condensador de campo escuro (Figura 8), e aqueles que apresentam
50% ou mais de aglutinacido foram considerados positivos e posteriormente titulados pelo
exame de uma série de diluicdes geométricas de razdo dois, como 1:100, 1:200, 1:400,
1:800 e 1:1600. O titulo do soro € a reciproca da maior diluicdo que apresenta resultado
positivo, no caso dos soros que reagiram para dois sorovares foi considerado positivo para
0 sorovar em que se obteve maior titulagdo. Antes da realizagdo dos testes todos os
antigenos da bateria eram examinados em microscopio de campo escuro, a fim de verificar

a mobilidade e a presenca de autoaglutinacdo ou de contaminantes (GALTON et al.,1965).

Figura 7- Placas utilizadas para a realizag@o da sorologia.

Fonte: ﬁivo pessoal / LDT, CSTR, UFCG.

Figura 8- Leituras no microscépio.

Fonte: Arquivo pessoal/ LDT,
CSTR. UFCG.
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3.3.2 - Tentativa de isolamento

Os fragmentos do rim foram coletados apds o abate dos animais e abertura das
carcagas para evisceracdo, com o auxilio de uma pinga anatdmica e tesoura cirdrgica
estéreis (Figura 9), e em seguida colocados dentro de uma seringa estéril de onde foram
macerados e colocados diretamente no meio de cultura. Ainda para a tentativa de
isolamento, foi coletado a secrecdo vaginal com o auxilio de um swab estéril nas fémeas,

estes também foram colocados no meio de cultura em um outro tubo.

Figura 9- Coleta de fragmento do rim.

.‘ / _f‘ i T ]
Fonte: Arquivo pessoal/ MPBC.

Os meios de cultura utilizados foram produzidos no Laboratério de Doengas
Transmissiveis. Sendo, o meio de Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH,
Difco®-USA), modificado com a adi¢do de 10% de soro de coelho e enriquecido com
cloreto de calcio e cloreto de magnésio (ALVES, 1995). Esse € preparado em duas
formulagdes, uma com a adi¢dao S-fluorouracil (400 mg/L; Sigma®-USA) e outra com a
adicao de um coquetel de antibidticos (STAFF). O meio STAFF contém os seguintes
antibidticos: em quantidades para 500 ml de Solucdo sao 200 mg de Sulfametaxazol, 100
mg de Trimetropim, 25 mg de Anfotericina B, 2000 mg de Fospomicina e 500 mg de 5-
Fluoracil, de acordo com as recomendacdes de Shakraborty et al., (2010).

A coleta foi feita no meio STAFF com o intuito de reduzir a contaminagdo e apos
24 horas de cultivo, foi feito um repique para o meio EMJH semi-sélido convencional.

Imediatamente a coleta, as amostras foram transportadas para o Laboratério de

Doencas Transmissiveis em caixas térmicas; apds a chegada os meios ficaram incubados
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a 28°C (Figura 10). As culturas foram observadas semanalmente por microscopia com
auxilio de um microscépio com condensador de campo escuro por até 12 semanas, de
acordo com (ELLIS et al., 1983). Quando se identificava uma amostra suspeita, esta foi
repicada em diluicdes seriadas com o intuito de se reduzir a contaminac¢io e preservar o

isolado.

Figura 10- Estufa utilizada para incubag@o.

Fonte: Arquivo pessoal/ LDT, CSTR, UFC

Para as leituras semanais, as amostras foram levadas a capela de fluxo laminar
estéril. Tomando-se os devidos cuidados assépticos, foi retirada uma gota de cada
amostra com o auxilio de uma al¢a de platina previamente flambada, e entdo colocada em
lamina de vidro. A seguir a lamina era levada ao microscépio, percorrendo-se todo o
campo da gota a procura de evidencias de leptospiras, para tal utilizamos as objetivas de

10X, 20X, e 40X.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras sorolégicas dos 50 suinos examinadas pela soroaglutinacdo
microscépica (SAM), 20 foram positivas, apresentando assim uma frequéncia de 40% de
animais com anticorpos anti-Leptospira spp.

O presente estudo obteve uma frequéncia maior que a encontrada por Favero et al.,
(2002) que em um estudo com suinos de varios Estados brasileiros, encontraram 10,1% em
Santa Catarina, 12% em Sao Paulo, 37,7% no Rio Grande do Sul, 26,6% no Ceara € 45%
no Pernambuco. Gongalves et al., (2011) avaliaram 150 amostras de soro suino de Timom-
MA e Teresina-PI, e identificaram 7 animais positivos (4,7%). Azevedo et al., (2006)
fizeram um inquérito sorolégico com 164 matrizes de uma granja suina em Ibiuna-SP, e 27
animais foram soropositivos (16,5%) para pelo menos um sorovar. Cavalcanti (2011)
encontrou 25,57% de soropositivos entre 305 suinos no Pernambuco. Os estudos mostram
prevaléncias diferentes nos diversos Estados, isso pode ser decorrente dos fatores
climéticos e ambientais que variam de uma regido para outra € no decorrer do ano, além
dos cuidados de manejo e medidas sanitdrias adotadas nos diferentes criatorios, tendo em
vista que a maioria dos Estados citados com frequéncias menores de anticorpos anti-
Leptospira spp. se caracterizam por modelos de criagdo mais tecnificados e provavelmente
com uma sanidade melhor dos animais.

Na presente pesquisa, os resultados foram semelhantes aos de Lima (1996) que
constatou 42,2% de soropositividade no Rio Grande do Sul; e por Delbem et al., (2004)
que detectaram 44,3 % em 298 matrizes no Parand. Mas menores que os de Ramos; Souza;
Lilenbaum, (2006) e Hamond et al., (2015), em que identificaram 61% e 60%
respectivamente de animais soropositivos no Rio de Janeiro.

Azevedo et al., (2008a) verificaram a presenca de aglutininas anti-Leptospira spp.
em 131 suinos abatidos em Patos - PB, onde 44 foram soropositivos, resultando em 33,6%
de frequéncia. Figueiredo et al., (2013) em um estudo com 126 suinos abatidos no
municipio de Patos-PB, encontraram 18 animais positivos (14,6%). Esses resultados se
contrastam com os encontrados no municipio de Brejo do cruz — PB, isso pode ter sido
influenciado pelo periodo do ano em que os inquéritos foram realizados, podendo haver
influéncia climadtica, assim também como o “N amostral” (nimero de animais analisados),
que nos outros experimentos foi um pouco superior. O presente estudo foi desenvolvido na

transicdo entre os periodos seco e chuvoso, levando em consideragdo que na época de
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chuvas ocorre aumento do risco de exposi¢do e contaminagdo dos susceptiveis devido a
elevada sobrevivéncia da bactéria no ambiente, esse fator pode também ter influenciado na
frequéncia de sorotipos (OLIVEIRA; GUIMARAES; MEDEIROS, 2009).

Guimaraes et al., (2014), relatam sobre a sazonalidade da leptospirose, sendo
observado aumento de sua ocorréncia na época de maior precipitacdo de chuvas, em
contrapartida ndo houve diferenca de positividade na sorologia entre os soros coletados
durante os meses de seca da regido e nos meses de chuva (Tabela 1). Possivelmente pelo
fato dos baixos indices pluviométricos que ocorreram nesse periodo, nao havendo assim
condic¢des climdticas favordveis a presenga da bactéria, como uma maior umidade e areas

alagadigas.

Tabela 1- Prevaléncia de suinos soropositivos das amostras coletadas nos meses secos e
chuvosos entre os anos de 2016 e 2017 no matadouro publico de Brejo do Cruz, PB.

Agosto a dezembro de 2016 Janeiro a abril de 2017
(meses secos) (meses chuvosos)
Relacdo de positivos % de positivos Relacdo de positivos % de positivos
717 41,17% 13/33 39,39%

Ocorreram reagdes sorologicas para apenas 5 sorovares de Leptospira spp. dos 24
testados, corroborando com os resultados de Azevedo et al., (2008b) que detectaram reagao
para 4 sorovares na Paraiba, enquanto Figueiredo et al., (2013) verificaram positividade em
7 sorovares no mesmo Estado.

No trabalho de Shimabukuro et al., (2003), entre 48 animais soropositivos, 38
foram reagentes para um tnico sorovar € 10 para mais de um. No presente estudo 11 (55%)
animais reagiram para um unico sorovar, e outros 9 (45%) para 2 ou 3 sorovares.

O sorovar Tarassovi foi o mais frequente nessa pesquisa (Tabela 2), havendo reacao
de soropositividade em 10 (50%) dos 20 suinos soropositivos, em contrapartida com outros
trabalhos realizados na Paraiba, onde Azevedo et al., (2008a) que ndo encontrou nenhuma
reacdo para este sorovar e Figueiredo et al., (2013) que identificou apenas 1 animal

positivo.
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Tabela 2- Relacdo de prevaléncia para cada sorovar entre os 20 animais reagentes a
anticorpos anti-Leptospira spp. entre os anos de 2016 e 2017 no matadouro publico de
Brejo do Cruz, PB.

Sorovares Nim. de positivos % de positivos
Tarassovi 10 (50%)
Bratislava 5 (25%)
Pomona 3 (15%)
Bataviae 1 (5%)
Icterohaemorrhagiae 1 (5%)

O segundo sorovar mais frequente foi o Bratislava, estando presente em 5 (25%)
dos suinos sororreagentes, resultado maior que o de Azevedo et al., (2006) que
identificaram apenas 12,5% de reag@o para o mesmo sorovar entre os suinos positivos para
anticorpos anti-Leptospira spp. Em contrapartida os resultados ainda foram menores que os
encontrados por Azevedo et al., (2008b) e Hamond et al., (2015) que detectaram 33% e
55% respectivamente de prevaléncia para Bratislava entre os suinos positivos.

De acordo com Gongalves e Costa (2011) os suinos sdo adaptados aos sorovares
Tarassovi e Bratislava , mas mesmo podendo ndo apresentar a doenca estdo mantendo e
disseminando o agente, possibilitando a infeccdo de uma espécie ndo adaptada como o ser
humano, representando um risco para as pessoas que t€m contato direto com os animais € a
populacdo em geral através do contato indireto com a urina contaminada.

Além desses dois sorovares vistos com maiores frequéncias, foram encontrados
animais soropositivos para Pomona, Bataviae e Icterohaemorrhagiae. Shimabukuro et al.,
(2013) e Gongalves et al., (2011) também detectaram prevaléncias baixas para o sorovar
Pomona, em contrapartida Larsson et al., (1984) e Azevedo et al., (2008a) identificaram
esse mesmo sorovar como o mais frequente nos suinos examinados. Favero et al. (2002)
sugerem que a evolugdo que suinocultura passou nos ultimos anos alterou o perfil
sorolégico, sendo observado uma substituicdo do sorovar Pomona pelo
Icterohaemorrhagiae.

No entanto foi encontrado apenas um animal positivo para Icterohaemorrhagiae,
discordando de Delbem et al., (2004), Hashimoto et al., (2008), Osava et al., (2010) e
Gongalves et al., (2011) que detectaram o sorovar Icterohaemorrhagiae sendo o mais
frequente nos suinos estudados. A pouca reacdo para este sorovar entre 0s suinos

investigados nesse trabalho, sugere a inexisténcia de transmissdao por roedores
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sinantrépicos, uma vez que estes sdo os principais reservatorios do sorotipo de acordo com
Faine et al. (1982).

A maioria dos animais com anticorpos anti-Leptospira spp. demonstraram titulos de
1/200, e os maiores titulos apresentados foram de 1/400, destacando-se que 3 dos 5 soros
com essa titulagdo foram do sorotipo Tarassovi (Tabela 3). Figueiredo et al., (2013) em seu
estudo com suinos na Paraiba também identificaram titulos superiores a 1/200, e
encontraram um titulo de 1/800. Entretanto Azevedo et al., (2008a) verificaram soro de 31
suinos e obtiveram maiores titulos no mesmo Estado, onde foram constatados 5 animais

com titulos de 1/3200 e 6 com titulos de 1/1600.

Tabela 3- Distribuicio de titulos de anticorpos anti-Leptospira spp. em suinos
soropositivos abatidos no matadouro publico de Brejo do Cruz - PB entre os anos de 2016
e 2017.

Sorovares Titulos Total (%)
100 200 400

Tarassovi 1 6 3 10 (20)
Bratislava 2 2 1 5(10)
Pomona From - 2 1 3(6)
Bataviae - 1 - 1(2)
Icterohaemorrhagiae 1 - - 1(2)
Total (%) 4 (8) 11(22) 5(10) 20 (40)

Nao foi isolada a bactéria em nenhuma das amostras de secrecdo vaginal e
fragmento do rim dos 50 suinos, isso reforga sobre a dificuldade de isolamento do agente.
Para Shimabukuro et al., (2003) essa técnica € muito laboriosa além de ser pouco sensivel,
sendo constatados por vérios trabalhos em que nio obtiveram éxito em isolar o agente,
como Larsson et al., (1984) que tentaram isolar pelo cultivo de amostras renais de 500
suinos.

Existem vdrios fatores que contribuem para o insucesso do isolamento, como a
presenca de infecgdes recentes em que pode haver altos titulos soroldgicos sem, no
entanto, ter ocorrido colonizagdo renal; outro fator relacionado pode ser o pequeno nimero

de leptospiras presentes nas amostras renais (SHIMABUKURO, et al., 2003).
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Diversas causas podem ter cooperado para o insucesso no isolamento das
Leptospiras spp. a partir do trato urindrio dos suinos no atual trabalho, como a possivel
presenca de outras bactérias na secrecdo vaginal nas fémeas, contaminacdes durante a
coleta do material e nas diferentes fases de processamento do cultivo.

Sao muitas as dificuldades de se obter resultados positivos nas infec¢des naturais,
considerando que as técnicas de isolamento sdo fastidiosas, além de exigirem experiéncia e
um longo periodo de incubacdo (SANTA ROSA, 1970). Para Freitas et al., (2004) o curto
espaco de tempo entre a coleta do material e o processamento ¢ de grande relevancia para
diminuir os contaminantes e aumentar viabilidade das leptospiras. Schonberg (1981) Apud
Freitas et al., (2004), relata que os microrganismos contaminantes dificultam o isolamento
porque se multiplicam rapidamente, por isso impedem o crescimento das leptospiras.

Vasconcellos et al., (2001) afirmam que devido as falhas no isolamento a partir da
cultura direta, se faz necessdrio o uso de animais de laboratério em pesquisas de

leptospirose.
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5-CONCLUSAO

A alta frequéncia de anticorpos verificada mostra que a doenca estd disseminada
nos suinos da regido. Os sorovares encontrados com maior frequéncia foram o Tarassovi,
seguido do Bratislava e Pomona, indicando que a pouca participacdo dos cdes e
hospedeiros sinantrépicos na transmissdo da bactéria para a espécie suina. Considerando
que os suinos sdo adaptados e mantedores desses trés sorovares, funcionam como
reservatorios eliminando a bactéria intermitentemente pela urina; estes tornam-se uma
importante fonte de infec¢do para outros animais e o ser humano, justificando assim uma
preocupacdo de saide publica. Identifica-se a necessidade de implantacdo de medidas
preventivas como: vacinacdo dos suinos, limpeza e desinfec¢do das instalagdes, destino
apropriado dos dejetos dos criatorios, o uso de luvas e botas para tratadores, agricultores e
outras pessoas expostas ao contato direto com esses animais; evitar contato com lixo e
dgua de enchentes e esgotos, e entre outras medidas com o objetivo de minimizar os riscos
da ocorréncia da doeng¢a nos criatrios entre 0os animais € sua transmissao para 0S seres

humanos.
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