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LEVANTAMENTO DA LEPTOSPIROSE EM AMOSTRAS DE SUINOS DO
TERRITORIO DE IDENTIDADE SEMIARIDO NORDESTE Il DO ESTADO DA
BAHIA

RESUMO: A leptoptospirose € uma zoonose bacteriana que assume consideravel
papel como problema econdmico e de saude publica. Neste estudo objetivou-se
detectar anticorpos anti-leptopsira em 337 amostras de suinos de cinco cidades
pertencentes ao estado da Bahia. As amostras foram processadas pela técnica de
Soroaglutinacdo Microscoépica (SAM) em campo escuro utilizando os 19 sorovares:
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, Gryppotyphosa, Pomona, Australis,
Bataviae, Castellonis, Cynopteri, Javanica, Panama, Pyrogenes, Hardjo, Sejroe,
Patoc, Tarassovi, Autumnalis, Hebdomadis e Wolffi. A ocorréncia de anticorpos nas
cidades foi de 74,18%, sendo 50 (20%) provindos de soros da cidade de Adustina,
50 (20%) de Antas, 50 (20%) de Cicero Dantas, 50 (20%) de Paripiranga e 50 (20%)
de Coronel Jodo Sa. Todas as amostras foram sororeagentes para mais de um
sorovar sendo o mais frequente o Icterohaemorrhagiae 59 (23,6%), seguido do
Copenhageni 48 (19,2%) e Canicola 33 (13,2%). Foi observada pelo presente
levantamento uma porcentagem de 74,18% soro-reagentes com predominancia para
sorovariedade Icterohaemorrhagiae (23,6%), Copenhageni (19,20%) e Canicola
(13,20%), com maior positividade para as diluigbes 1: 1600 e 1: 3200. A positividade
no soro dos suinos para L. interrogans estimada via Modelos Lineares
Generalizados apresentou estimativas com valores significantes em parametros
relacionados a raca destes animais

Palavras-chave: Spirochoeta icterohaemorragiae, Leptospira, Soroaglutinagéo
microscopica



SEROLOGICAL SURVEY OF LEPTOSPIROSIS IN SWINESAMPLES OF THE
NORTHEAST Il SEMI-ARID IDENTITY TERRITORY OF THE STATE BAHIA

ABSTRACT: The leptoptospirosis is a bacterial zoonosis that assumes considerable
role as an economic and public health problem. This study aimed to detect anti-
leptospira antibodies in 337 swine samples from five cities in the state of Bahia. As
samples were processed by the technique of Microscopic Soroagglutination (SAM) in
the field only the 19 type strains: Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola,
Gryppotyphosa, Pomona, Australis, Bataviae, Castellonis, Cynopteri, Javanica,
Panama, Pyrogenes, Hardjo, Sejroe, Patoc, Tarassovi, Autumnalis, Hebdomadis e
Wolffi. The occurrence of antibodies in the cities was 74,18%, being 50 (20%) of
sera from the city of Adustina, 50 (20%) from Antas, 50 (20%) from Cicero Dantas,
50 (20%) from Paripiranga and 50 (20%) of Coronel Jodo Sa. All samples were
seroreactive for more than one serovar, the most frequent being
Icterohaemorrhagiae 59 (23,6%), followed by Copenhageni 48 (19,2%) and Canicola
33 (13,2%). A percentage of 74.18% serum-reactants with predominance for
serovarity Icterohaemorrhagiae (23.6%), Copenhageni (19.20%) and Canicola
(13.20%) were observed, with a higher positivity for dilutions 1: 1600 and 1: 3200.
The serum positivity of L. interrogans estimated by Generalized Linear Models
presented estimates with significant values in parameters related to the breed of
these animals

Keywords: Spirochoeta icterohaemorragiae, Leptospira, microscopic
soroaglutination
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1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose bacteriana, de ocorréncia variavel em diferentes
partes do mundo, de carater sistémico que afeta diversas espécies de animais
domésticos, silvestres e o0s seres humanos, amplamente disseminada,
assumindo consideravel papel como problema econémico e de saude publica
(AZEVEDO et al., 2011). Segundo 0s mesmos autores, 0S surtos ocorrem por
exposicdo a agua contaminada com urina ou tecidos provenientes de animais
infectados, particularmente nas ocasiées em que ocorrem elevados indices de
precipitacdes pluviométricas, associando-se ainda a variedade de espécies
hospedeiras que facilitam a cadeia de eventos necessarios para a transmissao

da doencga.

A doenca se estendeu além das areas rurais e tornando-se uma das causas de
epidemias em comunidades urbanas dos paises em desenvolvimento (BIER et
al., 2013). Segundo Vasconcelos (2003) e Bier et al. (2003), nesses paises,
como no caso do Brasil, a sua ocorréncia esta relacionada ao acelerado e
desordenado processo de expansdo urbana, onde grande parte da populacdo
passou a habitar areas da periferia, sem o minimo de condicbes de
infraestrutura e saneamento, facilitando a manutencédo de agentes patogénicos

nocivos a saude animal e humana

E considerada atualmente uma das zoonoses mais difundidas do planeta,
causada por espécies patogénicas de bactérias pertencentes ao género
Leptospira, o qual atualmente € composto por 19 espécies e mais de 300
sorovares. Os humanos sdo hospedeiros acidentais da enfermidade,
manifestando a doenca na forma subclinica ou clinica, mas dificilmente
tornando-se portadores renais cronicos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Em suinos, este tipo de zoonose caracteriza-se pela ocorréncia de
abortamento no final da gestacdo, repeticdo de estro, mumificacdo fetal,
natimortalidade, nascimento de leitbes fracos, baixo numero de leitbes,
descarga vulvar patolégica e morte embrionaria. Sdo considerados os mais

importantes animais domeésticos portadores da doenca, pois neles geralmente
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as manifestacfes clinicas variam de discretas a ausentes, o que dificulta a
identificacao da infeccdo na granja (GONCALVES; COSTA, 2011).

E caracterizada por ser uma importante zoonose de alto risco ocupacional, uma
vez que atingem varias categorias profissionais, principalmente médicos
veterinarios, acougueiros, e funcionarios de granjas suinas que estdo
frequentemente sujeitos ao contato direto com o agente (CAMPOS et al., 2011;
GUERRA, 2013; WILSON; SWAI, 2013; OLIVEIRA, 2013).

Os sorovares de leptospiras que mais comumente encontrados sdo Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippotyphosa, Bratislava e Copenhagi. A
vacinacdo oferece protecdo eficiente quando aliada a outras medidas
preventivas, especialmente em granjas em que as condicbes ambientais

favorecam a infec¢cdo com leptospiras (OLIVEIRA, 2007).

Atualmente, as principais doengas que afetam a suinocultura brasileira sé&o
doencas multifatoriais e de ampla acdo antigénica, que por consequéncia
acarretam em reducdo no desempenho produtivo geral dos sistemas de
producdo dos suinos. Sendo a matriz suina a principal fonte de novos animais
para o criador de suinos, qualquer problema reprodutivo que venha ocorrer

pode trazer sérios prejuizos ao suinocultor (BORDIN, 2010).

Levantamentos sorologicos para o diagnostico da infec¢cdo no Brasil, revelaram
percentual de 36,6% em Botucatu (SHIMABUKURO et al.,, 2003), 45% em
Pernambuco (FAVERO et al., 2002), 47,1% em Rio Verde (GO), Uberlandia e
Uberaba (MG) (OSAVA et al., 2010), 4,7% nos estados do Piaui e Maranhéo
(GONCALVES et al.,, 2011) elevando posteriormente para 5,7% reagentes
(GONCALVES et al.,, 2016) e 26,6% no Ceard. Existe a ocorréncia de
anticorpos anti-Leptospira spp. em suinos abatidos em frigorificos de 59,38%
no municipio de Uberlancia, MG (RIGO et al., 2017).

Os autores Hashimoto et al. (2008), no estado do Parana, e Shimabukuro et al.
(2003), no estado de Séo Paulo, encontraram ocorréncia de 14,58 e 36,64%,
respectivamente, utilizando material proveniente de suinos abatidos em
frigorificos. Hashimoto et al. (2010) demonstraram prevaléncia de anticorpos de

28% em suinos do municipio de Jaguapitd no estado do Parana.
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Na avaliacdo de Leptospira em roedores € importante averiguar a presenca da
bactéria nestes animais sob condicbes adequadas, como pH neutro ou
levemente alcalino, umidade e sem exposi¢cao direta a raios solares. O sorovar
Pomona, por exemplo, pode permanecer viavel por até 180 dias, mas em solo
seco a bactéria permanece por 30 minutos. A bactéria morre rapidamente
guando exposta ao pH acido, radiacdo solar e temperaturas inferiores a 7°C ou
superiores a 37°C (SOTO et al., 2007).

As perdas e falhas reprodutivas séo decorrentes da infeccdo fetal durante a
fase aguda e também das lesfes ocorridas nos 6rgdos genitais durante a fase
em que o animal se torna portador crénico do agente. Medidas preventivas
globais, executadas sem planejamento, podem ser ineficientes no controle da
doencga, uma vez que a ocorréncia da infeccdo em uma granja pode estar
ligada a caracteristicas locais (FIGUEIREDO et al., 2013a; SANTOS, 2014).

O controle da doenca em animais de producédo também deveria ocorrer atraves
de vacinacdo e educacdo dos proprietarios, veterinarios e tratadores.
Entretanto, € demonstrado que esta medida de vacinacado pode ser fracassada
(FELIX, 2013).

Em muitos paises, inclusive nos desenvolvidos, esta enfermidade representa
uma zoonose importante no que se refere a saude publica, ocupando, em
alguns deles, o primeiro lugar entre as doencas humanas transmitidas por
animais. Diversos trabalhos tém procurado estabelecer a real importancia
econbmica e social assumida pela leptospirose nas espécies de animais
domeésticos no Brasil (VASCONCELOS, 2003).

Considerando o impacto sanitario e econdmico causado pelos riscos inerentes
a infeccdo por Leptospira spp. em suinos, o presente estudo objetivou realizar
um levantamento soroldégico em cidades do territério de identidade Semiarido
Nordeste Il do Estado da Bahia.
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2 OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

Detectar anticorpos anti-leptospira em amostras de soro de suinos criados em

granjas rurais localizadas nos municipios de territério de Identidade da Bahia

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a técnica de microaglutinacdo em contraste de fase no LDI.
e Determinar os principais sorovares que acometem os suinos na referida
regido.

e Avaliar aspectos epidemiolégicos nos rebanhos estudados com dados
obtidos pela sorologia e andlise de clusters ascendente a partir da

estrutura do rebanho.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 APRESENTACAO

A leptospirose € uma importante zoonose, de ampla distribuicdo geografica,
gue afeta um diversificado grupo de hospedeiros mamiferos. Trata-se de uma
doenca tropical bastante negligenciada e por isso reemergente. A doenca €
causada por bactérias patogénicas pertencentes ao género Leptospira
(ADLER; MOCTEZUMA, 2010), em animais silvestres, sinantropicos e
domésticos, como seus hospedeiros primarios. Os humanos sdo hospedeiros
ocasionais (EVANGELISTA; COBURN, 2010).

O carater zoonético € um dos aspectos mais importantes da leptospirose. A
doenca tem se consolidado como zoonose, problema de saude publica e
assumindo papel importante na patologia humana devido a taxa de letalidade
gue pode ser elevadas, principalmente em individuos acometidos pela forma
ictérica (GOMES, 2007). Produtores e funcionarios que trabalham diretamente
no abate de suinos tém risco ocupacional de adquirirem a leptospirose suina
(SOTO et al., 2007).

Possui carater sazonal, intimamente relacionada com periodos chuvosos,
guando ha elevacao dos indices pluviométricos e um consequente aumento na
incidéncia de casos da doenca. Ocorre tanto em nivel rural, quanto urbano,
sendo mais grave neste ultimo devido & grande aglomeracdo da populacao de
baixa renda morando em locais desprovidos de saneamento basico, em
condicbes inadequadas de higiene e habitacdo, coabitando com roedores que
encontram agua, abrigo e alimentos necessarios a sua proliferacado
(VASCONCELOS, 2003; BIER et al., 2003)

Os sorovares variam de acordo com a regido geografica em que sé&o
encontrados e em funcdo dos aspectos ecolégicos que as caracterizam
(BENITEZ et al.,, 2010). Essa alta variedade de sorovares propiciam a
ocorréncia de variagcdes regionais, bem como nas espécies estudadas.

Constata-se, ainda, uma predilecédo dos diferentes sorovares por determinadas
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espécies, podendo um mesmo hospedeiro ser infectado simultaneamente por
mais de um sorovar (VILGES DE OLIVEIRA; DE CALDAS, 2013).

bY

Aspectos relacionados a ecologia das leptospiroses ainda ndo séo claros e
buscam, ainda que de forma muito primaria, lancar luz a discussao por meio de
uma abordagem One Health, uma abordagem interdisciplinar, frente a
complexa relacdo entre a interface do agente etioldgico, os hospedeiros-
reservatérios (animais), o homem e o ambiente em seu contexto de
amplificador da doen¢a (RODRIGUES, 2015).

A ocorréncia desta enfermidade esta relacionada aos niveis socioecondmicos e
estrutura sanitaria da populacdo. Os grupos socioecondmicos menos
favorecidos, com acesso limitado a saude, residindo em condi¢des precarias,
com deficiéncia de saneamento basico, em locais as margens de cOrregos ou
esgotos a céu aberto, expostos a enchentes, estdo mais predispostos a contrair
a doenca (PELISSARI et al., 2011).

3.2 ASPECTOS HISTORICOS

A leptospirose foi inicialmente descrita em 1886, e chamada de “Doenca de
Weil” por Adolf Weil na Alemanha, que a caracterizou como uma doencga
infecciosa que causava ictericia, esplenomegalia, e comprometimento renal
(FAINE, 1999; LEVETT, 2001).

A bactéria foi isolada pela primeira vez por Inada e colaboradores em 1916 no
Japdo. Estes pesquisadores realizaram experimentos utilizando cobaias,
isolando o microorganismo destes e realizando observacdes anatémicas e
patoldgicas. Analisando o tecido dos animais, evidenciaram a presenca de um
espiroquetideo, que deram o nome de Spirochoeta icterohaemorragiae.

Dois anos depois do isolamento do agente etiolégico, (IDO et al., 1917)
estudaram o papel do rato como carreador da bactéria demonstrando que este
era um portador crdnico e que através do contato com a urina contaminada as

pessoas poderiam ficar doentes.

Ja em 1915, Uhlenhut e Fromme, provaram a existéncia do agente etioldgico,

inoculando sangue de soldados suspeitos de doenca de Weil, em cobaias. Os
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animais inoculados morreram e leptospiras foram microscopicamente
identificadas, sendo chamada de “Spirochaeta icterohaemorrhagiae” (LEVETT,
2001).

Nos anos de 1924, foi isolado espiroquetas de pacientes que supostamente
tinham febre amarela. A confusdo diagndstica ocorreu devido a dificuldades
nos meétodos diagnosticos e semelhanca da apresentacao clinica das doencas
(NOGUCHI et al., 1924).

3.3 ETIOLOGIA

O agente etiologico da Leptospirose € uma bactéria do género Leptospira,
pertencente a familia Leptospiraceae, que sdo consideradas espiroquetas do
tipo movel, flexivel, helicoidais, obrigatoriamente aerébias, possuem dois
flagelos periplasmaticos que se movimentam por rotacdo. Seu tamanho
normalmente € de 0,1 a 0,15 um de espessura por 6,0 a 12,0 um de
comprimento (VIEIRA, 2012; JUNG, 2013).

A etiologia da leptospirose foi demonstrada inicialmente em 1915 no Japéo e
na Alemanha. Posteriormente, foi criado o género Leptospira (do grego Lepto =
fina, spira = espiral). 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
(LEVETT; HAAKE, 2009; NOGUCHI et al., 1924).

Sua motilidade é conferida pela rotacdo de dois flagelos axiais subjacentes a
membrana da bainha, que sdo inseridas nas extremidades opostas da célula e
estende-se em direcdo ao centro como demonstrado na Figura 1 (LEVETT;
HAAKE, 2009).
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Figura 1 — Micrografia eletrénica de varredura de células Leptospira interrogans que mostram

estrutura helicoidal e curvas (gancho) extremidades (ampliacdo 60.000x).

Fonte: LEVETT; HAAKE, 2009.

As leptospiras possuem crescimento 6timo em temperaturas entre 28-30°C.
Paralelamente, a membrana externa das leptospiras e demais espiroquetas
parece ter baixa densidade de proteinas transmembranares e uma grande
guantidade de lipoproteinas (ADLER; CHAPPEL; FAINE, 1982; PEROLAT et
al., 1990; LEVETT, 2001).

Possuem dois flagelos, um em cada extremidade, que se encontram imersos
no espago periplasmatico, ao contrdrio do que ocorre com a maioria das
bactérias. A rotacdo destes flagelos induz alteracdes morfoldgicas, como o
caracteristico formato de gancho, que permitem a mobilidade dessas bactérias
em ambientes aquosos ou mesmo com consisténcia gelatinosa (BARTHI et al.,
2003).

Encontra-se dividida em duas espécies: Leptospira interrogans que €
considerada patogénica, e a espécie Leptospira biflexa, que sdo bactérias de
vida livre e ndo causam doencas. A L. interrogans possui inUmeros sorovares,
predominando no Brasil o sorovar icterohemorragiae como o agente causador

da leptospirose em humanos (SILVA et al., 2003).
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Por causa da sua estrutura, a bactéria precisa de um meio que facilite sua
mobilidade e consequente penetracdo na pele humana. A dgua é o meio ideal
e préprio, pois facilita o movimento da Leptospira, sendo que seus flagelos
necessitam de algo que os impulsionem. Além, disso, ela sobrevive por longos
periodos na agua ou em solos Umidos como a lama, podendo sobreviver
nestes por até 120 dias (VIEIRA, 2012).

Como integrantes do grupo de bactérias Gram-negativas, possuem uma
parede celular externa rica em lipopolissacarideos (LPS), cuja variacdo
determina os distintos sorovares existentes. Adicionalmente, os LPS
juntamente com outras proteinas de membrana constituem os principais fatores

de viruléncia existentes nas bactérias Gram-negativas (SANTOS, 2014).

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, junto aos filamentos axiais, a membrana externa e as proteinas
sorovariantes especificas, constituem os principais fatores de viruléncia do
agente (FIGUEIREDO et al., 2013a).

As leptospiras sdo espiroquetas uniformes quanto ao aspecto morfologico e
fisiologico, mas diferem quanto ao aspecto sorologico e epidemioldgico,
possuem a mesma estrutura de parede celular das bactérias Gram negativas
tipicas, mas com acamada de peptidioglicano aderido a membrana

citoplasmatica interna e sobreposto pela membrana externa (GOMES, 2013).

3.4 SOROVAR x SOROGRUPO x SOROTIPO

Estudos genéticos de algumas cepas revelaram as seguintes caracteristicas,
segundo Levett (2001):

O genoma é composto de dois cromossomos circulares, um de 3.850 a 5.450
kb e outro de 350 kb. Este ultimo contém um gene ASD que codifica a enzima
aspartato-betasemialdeido-desidrogenase, essencial na biossintese de

aminodcidos e parede celular, sendo qualificado como pequeno cromossomo.
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Na Tabela 1 podem-se observar 0s sorogrupos e sorovares da espécie L.

interrogans, ainda muito usada para estudos de diagnostico experimental e
epidemioldgico (MICHEL et al. 2002).

Tabela 1 — Sorogrupos e alguns sorovares da espécie L. interrogans sensu lato

(classificacao sorologica).

Sorogrupos

Sorovar(es)

Icterohaemorrhagiae
Hebdomadis
Autumnalis
Pyrogenes
Bataviae
Grippotyphosa
Canicola
Australis
Pomona
Javanica
Sejroe
Panama
Cynopteri
Djasiman
Sarmin

Mini
Tarassovi
Ballum
Celledoni
Louisiana
Ranarum
Manhao
Shermani

Hurstbridge

Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai
Hebdomadis, Jules, Kremastos
Autumnalis, Fortbragg, Bim, Weerasinghe
Pyrogenes

Bataviae

Grippotyphosa, Canalzonae, Ratnapura
Canicola

Australis, Bratislava, Lora

Pomona

Javanica

Sejroe, Saxkoebing, Hardjo

Panama, Mangus

Cynopteri

Djasiman

Sarmin

Mini, Georgia

Tarassovi

Ballum, Arbérea

Celledoni

Louisiana, Janka

Ranarum

Manhao

Shermani

Hurstbridge

Fonte: Michel et al., 2002.

Quanto a classificacdo genotipica, vista na Tabela 2, diante analise molecular

do genoma é taxonomicamente correta e fornece uma forte base para futuras
classificagdes (LEVETT, 2001).
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Tabela 2 — Espécies gendmicas de Leptospira e distribuicdo dos sorogrupos

(classificacdo genotipica).

Espécie Sorogrupo

L. interrogans Icteronmmrrhagiae, Canicola, Pomona, Australis, Autumnalis,
Pyrogenes, Grippotyphosa, Djasiman, Hebdomadis, Sejroe,
Bataviae, Ranarum, Louisiana, Mini, Sarmin

L. noguchii Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, Bataviae, Tarassovi,
Australis, Shermani, Djasiman, Pomona

L. santarosai Shermani, Hebdomadis, Tarassovi, Pyrogenes, Autumnalis,

Bataviae, Mini, Grippotyphosa, Sejroe, Pomona, Javanica, Sarmin,

Cynopteri

L. meyeri Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini, Javanica

L. wolbachii Codice

L. biflexa Semaranga, Andamana

L. fainei Hurstbridge

L. borgpetersenii  Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sejroe, Tarassovi, Mini, Celledoni,
Pyrogenes, Bataviae, Australis, Autumnalis

L. kirschneri Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, Hebdomadis, Australis,
Pomona, Djasiman, Canicola, Icterohaemonhagiae, Bataviae

L. weilii Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin, Javanica, Mini, Tarassovi,
Hebdomadis, Pyrogenes, Manhao, Sejroe

L. inadai Lyme, Shermani, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Manhao,
Canicola, Panama, Javanica

L. parva Turneria

L. alexanderi Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini

Fonte: Levett, 2001.

3.5 TRANSMISSAO

Segundo o manual de controle de roedores, existem trés espécies

consideradas principais na transmissao da doencga (BRASIL, 2002):

e Rattus norvegicus: conhecidos como ratazanas ou ratos de esgoto, sao

considerados 0s maiores de sua espécie, geralmente vivem em beira de

cc’)rregos, terrenos abandonados e em tocas que cavam em terras.

e Rattus rattus: conhecidos como ratos de telhado ou de forro,

normalmente possuem orelhas muito grandes e uma longa cauda, vivem
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em lugares altos como telhados, forros ou sétdos, descem ao solo a

procura de alimentos.

e Mus musculus: conhecidos como camundongos, SG0 0S menores entre

as trés espécies causadoras da doenca em meio urbano; habitam em
casas domiciliares e gostam de fazer seus ninhos em despensas e
armarios (BRASIL, 2002).

Os médicos veterinarios desempenham um importante papel na promocao da
saude publica por meio do diagnéstico e tratamento de doengas em animais,
educacdo em saude, bem como nas aclOes para garantir a qualidade dos
alimentos de origem animal. A atuacdo em diversas areas e setores 0s
colocam em contato com animais e produtos de origem animal,
consequentemente expostos a inimeros patdégenos, o que os classifica como
profissionais de risco para o desenvolvimento de infec¢des zoondticas (PAULA
et al., 2017).

Alguns autores afirmam haver uma maior ocorréncia da doenca entre
individuos do sexo masculino, em média 80% dos casos, em tese porque
pessoas do sexo masculino exercem profissdes que estdo ligadas diretamente
a animais que possam estar infectados, consequentemente, infectando-se
também. Contudo a bactéria acomete pessoas de ambos o0s sexos e de todas
as idades em areas com saneamento basico precério ou inexistente (CAMPOS
et al., 2011).

O risco de contaminacdo por Leptospira spp. para trabalhadores de
matadouros frigorificos sob inspecéo sanitaria que abatem suinos provenientes
de granjas tecnificadas é baixo, mesmo assim é de fundamental importancia o
constante monitoramento deste agente etiolégico, em fungcédo de seu potencial
zoonoético (CARRIJO et al., 2012).

Os suinos sé@o hospedeiros de manutencdo do sorovar Pomona, podendo este
permanecer nos tubulos renais e ser excretado intermitentemente por varios
meses apos a infeccdo (OLIVEIRA, 2007). No estudo de Rigo et al. (2013), a
frequéncia desse sorovar foi baixa, corroborando relatos de Valenga et al.

(2013), que reportaram frequéncia de 1,8% para o referido sorovar.
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Fatores de risco para leptospirose foram analisados e associados a
soroprevaléncia, em estudantes de medicina veterinaria da Universidade de
Zaragoza, encontrando 8,14% de prevaléncia para os estudantes ingressantes
e 11,4% ao terminarem o curso. Os fatores de risco associados a doenca neste
estudo foram: contato com pequenos animais; trabalho em fazendas e o

contato com baias e gaiolas (SIMON et al., 1999).

A infeccdo humana ocorre pela penetracdo ativa da Leptospira spp. por meio
da pele lesionada ou mucosas, narinas e olhos, ou pele integra. A transmissao
via manipulacdo de tecidos organicos, ingestdo de agua ou alimentos
contaminados, embora rara, pode ocorrer, como também casos de infeccdo em
profissionais e estudantes por meio de contato com urina de pacientes
infectados (CORADASSI, 2001; VASCONCELOS, 2003; CARRIJO et al.,
2012).

Paula (2017), analisando a ocorréncia de anticorpos aos sorovares de
Leptospira spp. predominantes em amostras de soros humanos de membros
da comunidade interna do Hospital Veterindrio da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias, detectou 10,77% (14/130) de

reacOes positivas para Leptospira spp.

3.6 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Os hospedeiros mais importantes sédo: roedores peridomésticos, caes, equinos,
suinos, bovinos, caprinos e marsupiais (JORGE et al., 2011; WASINSKI et al.,
2011). A urina do animal infectado pode ser eliminada no solo ou em aguas
contaminadas possibilitando a existéncia de varios padrdes de transmissao
para o homem (SANTOS, 2011).

Sobre a sazonalidade da infeccdo, BORDIN, (2010) avaliando casos de falhas
reprodutivas em granjas suinas no Brasil, observou maior frequéncia de
animais positivos durante as estacdes do outono e inverno. O homem pode se
infectar pelo contato direto com animais de estimagao, exposi¢cao direta aos
fluidos e secre¢des animais, trabalhos em granjas ou matadouros ou

indiretamente, através do ambiente (agua, solo) (JUNG, 2013).
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Os sistemas de manejo adotados influenciam na transmissdo da doenca. Em
granjas com sistema de quarentena, Valenca et al. (2013) encontraram baixa
prevaléncia de infeccdo quando comparado as granjas onde esse sistema nao
ocorre. Isto pode ser atribuido & adocdo de medidas sanitarias preventivas,

como imunizacao dos reprodutores antes de introduzi-los no plantel.

Detectando anticorpos contra Leptospira spp. em animais domeésticos e
selvagens presentes no Campus Universitario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Jaboticabal, Silva et al. (2010), ap6s
analisarem animais em diferentes épocas do ano, relataram que houve
influéncia sazonal na ocorréncia de anticorpos, sendo que maiores nameros

foram observados durante a época de baixo indice pluviométrico.

A infeccdo em suinos vem sendo descrita mundialmente, e no Brasil, tem-se
registros nos estados de S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Santa
Catarina, Minas Gerais, Goias, Rio de Janeiro, Ceara, Pernambuco, Bahia e
Piaui (FAVERO et al., 2002; SHIMABUKURO et al., 2003; SOTO et al., 2007).

Ha uma diversidade de sorovares de leptospiras infectando e causando doenca
em suinos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). Alguns sorovares descritos em
suinos com suspeita clinica de leptospirose identificaram-se 0s sorovares
Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae em MG; Pomona, no RS; Pomona e
Icterohaemorrhagiae, em PE e RJ; Autumnalis, no CE; e Icterohaemorrhagiae
em GO, PR, SC e SP, todos identificados (FAVERO et al., 2002).

A letalidade em humanos depende, entre outros fatores, das sorovariedades
infectantes, da gravidade da forma clinica, da precocidade do diagnostico, do
tratamento prescrito e da faixa etéria do paciente. As formas graves da doenca
produzem uma taxa de letalidade que pode variar entre 5% e 40% (ZUNINO;
PIZARRO, 2007).

Entre os anos de 2001 a 2010 no Brasil, foram registrados 121.274 casos da
doenca em humanos. Houve uma confirmacéo de 31.134 e uma taxa letal de
10,8%. Sendo que nas regides Sul e Sudeste foram notificados 70% de casos,
na regido Nordeste, 19,6%, na regido Norte, 8,9% e no Centro Oeste, 1,5% dos
casos (VASCONCELOS et al. 2012).
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No primeiro momento de entrada da leptospirose suina em uma granja, fémeas
mais velhas também podem ser afetadas com quadros de abortamento,
elevada taxa de mumificagcdo fetal, natimortalidade e leitdes com baixa
vitalidade (SOTO et al., 2007).

A possibilidade de que insetos hemat6fagos possam atuar como vetores na
transmissao da leptospirose tém sido considerados, Reiter, (1916) demonstrou
gue a mosca hematofaga Haematopota pluvialis € capaz de transmitir
mecanicamente leptospiras a cobaias. Burgdofer & Pickens (1956)
demonstraram que os carrapatos podem se infectar por leptospiras e conserva-

la por longos periodos em seus 6rgaos internos.

A doenca foi classificada por Vasconcelos (2000), segundo trés ambientes
bésicos (rural, silvestre e urbano) de acordo com 0s grupos de animais e as
varidveis ambientais, manifestando-se na populacdo animal sob a forma de
surtos epidémicos ou permanecendo dentro de um limite de endemicidade,

representando, portanto, uma importante questédo de saude publica.

Apos serem eliminadas na urina de animais hospedeiros e/ou reservatoérios, as
leptospiras podem sobreviver por meses em agua limpa ou solo Umido,
aguardando oportunidade de penetrarem em novos hospedeiros, através das
membranas mucosas ou abrasfes da pele. Nos hospedeiros acidentais o

resultado da infecgéo é potencialmente fatal (BHARTI et al., 2003).

Dentre as principais vias de infec¢cdo da leptospirose em suinos destaca-se a
ingestdo de agua e alimentos contaminados pela urina, fetos abortados e
descargas uterinas de animais portadores (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). As
espiroguetas podem também penetrar no organismo através das mucosas, da
pele integra imersa em &gua ou da pele com solugdo de continuidade
(LEVETT, 2001; EVANGELISTA; COBURN, 2010).

Realizando rastreio sorolégico e molecular de pacientes no Municipio do
Lubango, na Angola, Ndeyanelao, (2014) concluiu que vertentes como contato
com animais ndo se evidenciaram como muito relevantes, apesar da populacéo

estudada ter como atividade predominante a agropecuéria.

Morikawa, (2012) realizando estudo soroldgico da infec¢do por Leptospira spp.

em uma area de ocupacao irregular e de alto risco para a doenca em cdes em
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Curitiba no Parana, detectou a ocorréncia do sorovar Bratislava, embora nédo
muito comum na espeécie, corroborando a possibilidade de coabitar outras
espécies como suinos além dos cées. Esta propria condicdo favorece a
circulacdo do agente, pois, embora domiciliados com um responsavel, os

animais apresentam livre circulacdo nas ruas.

3.7 VIAS DE ELIMINACAO

As leptospiras tém tropismo pelas células epiteliais dos tabulos renais de
ratos. Os ratos sao considerados portadores universais e, quando
contaminados, excretam grandes quantidades de leptospiras vivas e viaveis
pela urina, contaminando o solo, agua, alimentos e outros animais. Outros
animais infectados (mamiferos, aves, répteis, anfibios e invertebrados) quando
passam da fase aguda tornam-se portadores renais cronicos, excretando pela
urina leptospiras, de forma intermitente (GOMES, 2013).

As leptospiras podem persistir no trato genital, e 0 sémen e secrecdes
vaginais podem ser contaminados por leptospiras através da urina infectada,
devido a relacdo anatdomica dos aparelhos urinario e reprodutor, e transmitidas
pela copula ou inseminacdo artificial em animais de producdo (FAINE et al.,
2000).

3.8 RESERVATORIOS

Os mais importantes reservatorios para a persisténcia dos focos de infeccao
sdo os roedores sinantropicos (domésticos) das espécies Rattus norvegicus
(ratazana ou rato de esgoto), Rattus rattus (rato de telhado ou rato preto) e Mus

musculus (camundongo ou catita) (GOMES, 2013).

Ha uma grande diversidade de reservatorios ou hospedeiros de manutencédo de
leptospiras, entre eles estdo o0s animais silvestres e domésticos,
(VASCONCELLOS, 2000). O ser humano € um hospedeiro acidental e terminal
dentro da cadeia de transmissdo. A infeccdo em humanos, embora possa
resultar em doenca fatal, € limitada no tempo (GOMES, 2013).
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Os ratos se espalham com as enchentes e as bactérias sdo misturadas e
disseminadas por sua urina. Um fator que potencializa séo as grandes chuvas,
gue geralmente sdo comuns em regides tropicais e consequentemente causam
as inundagbes. As enchentes acabam provocando epidemias da doenca nas
areas urbanas com o aumento dos indices pluviométricos (CAMPOS et al.,
2011).

De acordo com o Manual de Controle de Roedores (BRASIL, 2002), a presenca
de ratos em areas rurais e urbanas geram prejuizos de importancia sanitaria e
econdmica, podendo provocar doencas causadas ao homem e aos animais.
Praticamente todas as espécies de roedores, mamiferos e marsupiais podem

ser carreadores e eliminadores da bactéria Leptospira (VIEIRA, 2012).

3.9 PORTADORES

Os animais portadores, representados por cdes sem manifestacdes clinicas da

doenca podem ser divididos em trés categorias:

e Os portadores em incubacao tém pouca importancia epidemioldgica,
pois neste periodo, que oscila entre 2 e 19 dias, ainda ndo estdo
eliminando o agente (ACHA; BORIS, 1977).

e Os portadores convalescentes, por outro lado, tém grande importancia
epidemioldgica, pois mesmo tendo apresentado o quadro clinico e se
recuperado, continuam a eliminar 0 agente através da urina durante
semanas ou meses. Estudos realizados em bovinos tém demonstrado
gue o periodo de leptospiraria pode variar de 38 a 120 dias (BLENDEN,
1975).

e Os portadores sem manifestacbes aparentes, que apresentam
leptospirtria mesmo sem apresentar nenhum sinal clinico da doenca,
também sdo muito importantes do ponto de vista epidemiol6gico, pois s
podem ser identificados através de exames sorologicos e bacteriologicos
(OLIVEIRA, 1984).
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3.10 PATOGENIA

Apés a entrada no hospedeiro, através da pele ou mucosas, a leptospira é
exposta ao sistema inato de defesa celular e humoral que geralmente
desarmam e removem as cepas invasoras menos virulentas. A infeccéo inicial
€ seguida pela bacteremia que persiste por um periodo de incubacdo de 1 a 2

semanas, dando inicio a doenca aguda (GOMES, 2013).

A interacdo da Leptospira com o hospedeiro animal resulta na leptospirose, em
um processo dindmico envolvendo fatores relacionados a bactéria e ao proprio
hospedeiro. Entretanto, a patogenia da leptospirose nas diferentes espécies
animais acometidas, ainda ndo esta completamente elucidada (ZUNINO;
PIZARRO, 2007).

A lesdo priméria da leptospirose caracteriza-se por dano ao endotélio de
pequenos vasos sanguineos levando a isquemia localizada dos 6rgaos e
resultando em necrose tubular renal, dano hepatocelular e pulmonar,
meningite, miosite e placentite. O dano tecidual pode levar a um processo de
cicatrizacdo que € macroscopicamente observado nos rins de suinos, na forma
de manchas brancas (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras também podem se localizar no Gtero de porcas prenhes,
causando frequentemente abortos, natimortalidade e doenca neonatal
(BORDIN, 2010). A doenga neonatal por seu turno, geralmente resulta da
infeccdo no ultimo terco do periodo gestacional. A patogénese da doenca
reprodutiva é pouco estudada, mas alguns autores acreditam que a infeccdo
transplacentaria ocorra durante o periodo limitado da leptospiremia materna
(RADOSTITS et al., 20086).

A injaria pulmonar durante os processos inflamatérios tem sido associada ao
excesso de células estimuladas no pulméo, incluindo os macréfagos
alveolares, polimorfonucleares e producdo de reativos intermediarios do
oxigénio e do nitrogénio, ou outros mediadores inflamatérios. A etiologia da

hemorragia respiratéria € desconhecida (MARINHO, 2008).

Os casos da “forma pulmonar grave da leptospirose” podem evoluir para
insuficiéncia respiratoria aguda, hemorragia macica ou sindrome de angustia

respiratoria do adulto. Muitas vezes precede o quadro de ictericia e
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insuficiéncia renal. O 6bito pode ocorrer nas primeiras 24 horas de internacao
(ZUNINO; PIZARRO, 2007).

A multiplicacdo nos hospedeiros suscetiveis é rapida, com o tempo de geragao
entre 8 a 16 horas e menor nas cepas virulentas que causam doenca aguda
fulminante. A lesdo primaria é devido ao dano ao endotélio vascular,
particularmente dos pequenos vasos sanguineos, levando a isquemia
localizada e resultando em necrose tubular renal, lesdo hepato-pulmonar,

meningite, miosite e placentite. (GOMES, 2013).

Para Oliveira; Lima, (1996) o uso de andlise por enzimas de restricdo abre um
vasto campo para pesquisas, aprimorando o sistema classificatorio, permitindo
a producdo de vacinas especificas, caso se confirmem os resultados iniciais
obtidos, de que existem diferencas de gendtipo que se traduzem também por

diferenca em patogenicidade.

Lesdes do endotélio vascular geralmente sdo observadas nas fases iniciais da
leptospirose. Petéquias multifocais podem ocorrer em diversos 0rgaos e
tecidos de humanos e animais. A vasculite parece afetar primariamente o0s
capilares, o que explica a maior severidade das lesbes em 6rgdos como 0
figado, rim e pulmé&o. (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras sdo removidas da circulacdo e dos tecidos por
opsonofagocitose, ap06s o aparecimento de anticorpos circulantes. A lesdo
tecidual pode tornar-se reversivel e ser seguida pela reparacao (rim, figado),
mesmo que o dano tenha longa duracéo, ela pode cicatrizar. Estas lesdes
podem ser visualizadas macroscopicamente, especialmente nos rins de suinos

e caninos, onde sao conhecidas como “manchas brancas” (GOMES, 2013).

3.11 RESPOSTA IMUNE

Os mecanismos reais que envolvem a resposta imunoldgica frente a leptospira
permanecem controversos e complexos. A importancia de se compreender
melhor a complexidade dos mecanismos envolvidos possibilitard o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas e preventivas que visem coibir a
infecgdo, contribuindo diretamente para a reducdo da prevaléncia da
enfermidade (MARINHO, 2008).
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Estudos apontam para acado direta da bactéria sobre células do hospedeiro
com producéo de toxinas e enzimas proteoliticas e consequente lesdo tecidual
(DAHER; ABREU; JUNIOR, 2010). Essa acdo esta relacionada a inibicdo da
expressdo de genes que codificam proteinas do citoesqueleto de células
endoteliais e da matriz extracelular, proporcionando uma maior motilidade e
disseminacdo das leptospiras no organismo (MARTINEZ; FAHEY; COBURN

2010).

Na procura por um antigeno protetor contra leptospirose as pesquisas atuais
em imunologia, que tém demonstrado a importancia da resposta imune inata
das membranas mucosas na protecao contra patdégenos, varios pesquisadores
avaliam o estimulo de diferentes antigenos, quando inoculados via mucosa, em

varias regides do corpo (JUNG, 2013).

No sistema imune inato, a lipoproteina LipL32 € uma importante proteina de
membrana externa (OMPs) que afeta diretamente as células dos tubulos
proximais, aumentando consideravelmente a expressdao de genes e de
proteinas pro-inflamatorias, tais como Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS),
proteina 1 quimiotatica para mondocitos (CCL2/ MCP-1), RANTES
(CCL5/Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted) e fator
de necrose tumoral (TNF-a). A estimulagdo de iNOS e CCL2-MCP-1 pelo
LipL32, depende da presenca de receptores Toll-like (TLRs) em células dos
tubulos proximais, principalmente o TLR2 e TLR4 (DAHER; ABREU; JUNIOR,
2010).

No papel de imunoglobulinas na nefropatia da leptospirose em suinos,
percebe-se que antigeno de leptospiras no rim de suinos esta relacionado a
depésitos de IgM e IgA mas ndo a depositos de IgG (GONCALVES et al.,
2011).

Células epiteliais tubulares e moléculas T CD4+ estdo envolvidas na mediacdo
imune da lesdo renal na leptospirose em suinos naturalmente infectados, no
entanto, MHC Il ndo apresenta um papel claro na patogenia desta leséo renal
em suinos (GONCALVES, 2016).

As leptospiras penetram ativamente através de abrasdes na pele ou pelas

mucosas oral, nasal, ocular e genital de homens e animais expostos aos
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fatores de risco (EPSTEIN et al., 1995). Para isso, a bactéria conta com sua
motilidade vigorosa e a quimiotaxia direcionada a hemoglobina (HAAKE, 2000;
LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003; VIJAYACHARI et al., 2008).

Algumas enzimas como fibronectinases, fosfolipases, hialuronidases e
invasinas ajudam na instalacdo da infeccado (MATSUNAGA et al., 2003). Essas
bactérias evoluiram de maneira a escapar da defesa imunologica dos
hospedeiros. Linhagens patogénicas sdo capazes de penetrar através de
monocamadas de células, a uma taxa significativamente superior a das nao
patogénicas (BAROCCHI et al., 2002).

A translocacdo rapida entre células de mamiferos permite que as leptospiras
alcancem rapidamente a corrente sanguinea difundindo-se para mudltiplos
orgdos (BAROCCHI et al., 2002). Como exemplos temos as evidéncias
encontradas por MERRIEN et al. (1998) de que leptospiras virulentas podem
entrar rapidamente em fibroblastos de rim e induzirem uma morte celular

programada.

Dentre os fatores relacionados ao agente, que favorecem sua persisténcia,
especial destaque deve ser dado ao elevado grau de variacdo antigénica,
relativo grau de sobrevivéncia em nivel ambiental em auséncia de parasitismo,
e a ampla variedade de vertebrados suscetiveis, os quais podem hospedar o
microrganismo (VASCONCELOQOS, 2003).

Segundo TIZARD (1998), as respostas imunoldgicas podem auxiliar na
obtencdo do diagndstico da doenca de duas formas: primeiramente, de forma
direta, através de anticorpos especificos que identificam ou detectam o
antigeno em tecidos, liquidos ou 6rgdos do animal infectado. Ou entdo, de
forma indireta, detectando-se o anticorpo especifico no soro que acusara se
houve ou n&o exposicdo do animal ao agente infeccioso, como na Micro

Aglutinacao Microscopica.
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3.12 DIAGNOSTICO
Clinico

A leptospirose pode ser diagnosticada a partir de investigacdes clinicas e
epidemioldgicas, aliadas as provas laboratoriais (RADOSTITS et al. 2006).
Entretanto, LOUREIRO et al. (2013) enfatizam que o diagndstico laboratorial da
doenca em animais € um desafio, pois ainda ndo ha um método altamente

sensivel e especifico que promova um diagnéstico confiavel e rapido.

O diagnoéstico da leptospirose em hospedeiros de manutencéo requer triagem
de uma populacéo definida, os sinais clinicos, junto com historico sugestivo de
exposicao a urina contaminada pode sugerir leptospirose aguda (QUINN et al.,
2005). E importante salientar que a técnica de Reacdo Cadeia Polimerase
(PCR) pode ser utilizada como um suporte na saude publica, viabilizando o
diagnéstico rapido e eficaz da Leptospirose em suinos, auxiliando no controle
profilatico e tratamento tanto de animais assim como em pacientes humanos
(SANTOS et al. 2011).

Nas fémeas, a ocorréncia de abortamentos, partos distécicos, leitegadas
pequenas, baixo nimero de nascidos totais, mumificacdo fetal, natimortalidade
e nascimento de leitdes fracos, aumentando significativamente o indice de

mortalidade, podem ser um indicativo da infec¢éo (SOTO et al., 2007).

A presenca da bactéria no trato reprodutor, no rim ou urina, somada a auséncia
de evidéncias de infeccdo generalizada, caracteriza a infecgdo cronica.
Entretanto, o nédo isolamento na urina de um animal, ndo descarta a
possibilidade de este ser portador renal crénico. Tal resultado pode indicar
apenas gue esse animal ndo esta excretando niumeros detectaveis de bactérias
no momento do teste (RADOSTITS et al., 2006).

O erro diagnéstico é frequente em casos de suspeita de leptospirose, 0 que
pode induzir ao tratamento errbneo na doenca aguda, e também a manutencao
do agente em rebanhos, gerando importantes perdas econémicas. O curso
natural da doenca influencia diretamente no tipo de método diagnéstico eleito,
assim como no tipo de amostra a ser coletada (LOUREIRO et al. 2013).

A importancia de diagnosticar infeccdes em humanos e associa-las a atividade

médico veterinario ndo deve ser ignorada. A demonstracdo desta associacao é
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complexa e, na maioria dos casos, verificAvel somente por meio de
investigacoes epidemiologicas precisas. A auséncia de reconhecimento de
zoonoses como infec¢cBes associadas ao trabalho ou mesmo o subdiagndstico

faz com que o nimero de casos seja subestimado (PAULA, 2017).

Laboratorial

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (WHO, 2003), os métodos
laboratoriais atualmente em uso para o diagndstico da leptospirose incluem:
provas sorolégicas de deteccdo de anticorpos (ELISA, Fixacdo de
Complemento, Soro aglutinacdo Microscopica), Cultura da bactéria,
visualizacdo através de Microscopia de Campo Escuro, Microscopia de
Imunofluorescéncia, e mais recentemente, métodos genéticos utilizados
somente em grandes centros que dominem as técnicas de Hibridizacdo de
DNA, Endonucleases de Restricdo e a Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR).

Apesar das limitacdes, as técnicas de biologia molecular vém se destacando
por preencherem as lacunas de sensibilidade e praticidade das outras provas
diagnésticas utilizadas na pesquisa de leptospiras. Como o alvo dessas
técnicas € o DNA, uma molécula muito estavel que pode ser facilmente
detectado, a utilizacdo desses métodos proporciona o diagnostico rapido e
sensivel. A técnica de PCR é especifica, sensivel e rapida para o diagnostico
da leptospirose suina, sendo um importante meio de diagndéstico, bem como

para investigacdes epidemioldgicas (SOTO et al., 2007).

A imunohistoquimica demonstra praticidade em seu processamento como
também elevada estabilidade dos reagentes utilizados, desde que sejam
respeitados parametros como temperatura, pH e concentragdo. Trata-se de um
método de facil execucdo e curto tempo de preparacdo. Apresenta amplas
possibilidades de utilizacdo na rotina diagnéstica em conjunto a outras
técnicas, principalmente na investigacdo quanto a presenca de leptospiras em
amostras de tecidos provenientes de fetos abortados ou animais suspeitos
(HAANWINCKEL; SOUZA, 2004).
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A técnica de ELISA é uma técnica de valor na deteccdo de imunoglobulinas
especificas da classe IgM, IgG e IgA, possibilitando a distincdo da infeccéo
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 cefalorraquidiano (LCR) pela técnica de ELISA e o emprego da
saliva para o diagndstico rapido da leptospirose, detectando anticorpos
especificos da classe IgM (GOMES, 2007).

Lima, (2008) padronizou um teste de soroaglutinacdo macroscopica para
diagnéstico da leptospirose em suinos e pode avaliar a eficiéncia de um teste
de triagem rapido, de facil execucdo, baixo custo e com um grau de
especificidade elevado. Mostrou ainda que existe a possibilidade da
preparacdo de um “kit comercial” devido a formacdo de estabilidade da

suspensao sem alteracdes nas propriedades antigénicas.

O método de diagndstico considerado definitivo para leptospirose € o cultivo e
isolamento bacteriano, pois permite a identificacdo do sorovar infectante,
possibilitando a execuc¢do de estudos epidemiolégicos e profilaticos (ADLER,;
MOCTEZUMA, 2010).

Em relacdo ao meio de cultivo para leptospira, o enriguecido com soro de
coelho foi mais eficaz quando comparado ao enriquecido com albumina bovina
(BSA), resultando dessa maneira na identificagdo de um maior nimero de

proteinas preditas extracelulares (RICARDI, 2013).

O isolamento pode ser realizado a partir de amostras de fetos abortados,
tecidos como figado, pulmdo e cérebro, fluidos corporais, como liquido
cefalorraquidiano, sangue e urina de animais clinicamente infectados e n&o
tratados com antibioticos (LEVETT, 2001; MIRAGLIA et al., 2008).

Entretanto, para o sucesso desse teste os tecidos devem estar frescos. Assim,
em casos de diagndstico pos-morte podem ocorrer falsos negativos, uma vez
gue as leptospiras podem morrer antes da inoculacdo no meio de cultura
(SOTO et al., 2006).

O método soroldgico de referéncia para o diagndstico da leptospirose é a
Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), no qual se empregam suspensdes de

sorovares de Leptospira spp. E também a prova mais utilizada em inquéritos
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soroepidemioldgicos, uma vez que esta evidéncia 0s sorogrupos presentes em
uma populacdo (LEVETT, 2001).

Ao realizar a prova do SAM sé é possivel a deteccdo de IgM e IgG, sendo
assim, para saber o sorotipo presente, deve-se proceder o isolamento (SAM é
técnica sorogrupo especifica e néo sorotipo especifica). Os anticorpos
aparecem aos 7 dias da infeccdo e podem durar em média 6 a 7 anos e,
provavelmente, por toda a vida do animal (GARCIA; MARTINS 2015).

Outro método que pode ser realizado é através do cultivo bacteriano em meio
bacterioldgico, como o de Fletcher ou Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH), e também por inoculacdo em cobaias (ADLER & MOCTEZUMA,
2010).

Bressan (2010), estudando as caracteristicas das principais doencas febris
agudas atendidas em servigo de referéncia, concluiu que é possivel diferenciar
febre do dengue de outras doencas febris agudas (DFAsS) na populacéo
atendida em questdo se baseado em critérios clinicos, epidemiologicos e

laboratoriais.

Nos ultimos anos, a técnica molecular de PCR vem sendo amplamente
utilizada nos estudos da leptospirose suina, sendo descrita como importante
ferramenta de diagnostico, bem como para investigacdes epidemiologicas
(SHIMABUKURO et al., 2003; LEVETT et al., 2005; SOTO et al., 2006).

Em humanos, essa técnica possibilitou & BOURHY et al. (2011), a confirmacédo
rapida do diagnéstico na fase inicial da doenca (dentro das primeiras duas
semanas de exposicdo), antes dos titulos de anticorpos estarem em niveis

detectaveis.

Carrijo et al. (2012), pesquisando a presenca de Leptospira spp. em suinos
abatidos no Estado de Santa Catarina, utilizando a técnica de
Imunofluorescéncia Direta, ndo detectando nenhuma amostra positiva para a

bactéria pela técnica de Imunofluorescéncia Direta na ocasiao.

Apesar das limitacdes, as técnicas de biologia molecular vém se destacando
por preencherem as lacunas de sensibilidade e praticidade das outras provas
diagnosticas utilizadas na pesquisa de Leptospira spp. Como o alvo dessas
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técnicas € o DNA, esses métodos proporcionam o diagndéstico rapido e sensivel
(SHIMABUKURO et al. 2003; SOTO et al. 2007).

O exame anatomopatolégico também pode ser Gtil no diagndéstico da
leptospirose. Macroscopicamente, as lesdes da fase crbnica da leptospirose
compreendem focos branco-acinzentados, predominantemente na regiao
cortical renal (OLIVEIRA, 2007; HASCHIMOTO et al., 2008).

Oliveira Filho et al. (2012) analisaram por exames microbiol6gicos rins
condenados por apresentarem pontos brancos na superficie cortical, em
frigorificos do estado de Mato Grosso. Nenhuma amostra apresentou
positividade ao teste de imunofluorescéncia anti-Leptospira spp., demonstrando
assim, que tal alteracdo, apesar de ser sugestiva, ndo € exclusiva da

leptospirose.

O exame anatomopatologico também pode ser atil no diagndstico da
leptospirose. Macroscopicamente, as lesbes da fase crénica da leptospirose
compreendem focos branco-acinzentados, predominantemente na regido
cortical renal. O diagndstico sorolégico fornece dados sobre a situacdo da
granja, ndo sendo definitivo para casos isolados (OLIVEIRA, 2007).

As principais alteracdes histopatoldgicas encontradas em suinos infectados séo
nefrite intersticial linfohistiocitaria, focal, peritubular e perivascular, fibrose,
vasculite, tumefacdo de endotélio vascular, degeneracdo de células epiteliais
tubulares, atrofia de tubulos, tumefacdo do tufo glomerular e hipercelularidade
glomerular difusa em um suino (GOLCALVES et al., 2014).

A técnica de PCR vem sendo empregada com o0 objetivo de detectar as cepas
patogénicas de Leptospira spp., favorecendo a realizacdo de diagndstico
precoce da doengca em animais e em humanos. O diagnostico molecular tem se
destacado em relacdo as técnicas soroldgicas devido a sua sensibilidade e
capacidade de deteccdo rapida dos patdgenos. No entanto, fatores como
selecdo dos primers, o método de extracdo do DNA utilizado e tipo de amostra

clinica analisada podem interferir no resultado (GRAVEKAMP et al., 1993).

O diagnostico de leptospirose sO podera ser estabelecido apds a converséo
sorolégica, com o aumento dos titulos aglutinantes entre duas coletas de soro

obtidas com intervalo de 2 a 4 semanas. Titulo constante ou decrescente é
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considerado como consequéncia de uma infeccdo passada ou vacinacao.
Provas negativas néo livram o animal de serem portadores renais, podendo ou
ndo produzir anticorpos em maior concentracdo, detectavel pela prova
(GOMES, 2013).

Considerando-se que a leptospirose tem amplo espectro clinico, os principais
diagnoésticos diferenciais em humanos séo: dengue, influenza, malaria,
riquetsioses, doenca de Chagas, hepatites virais, hantavirose, febre amarela e
tifoide, endocardite, pneumonias, pielonefrite, apendicite, sepse, meningites,

vasculites incluindo lUpus eritematoso sistémico, entre outras (BRASIL, 2014).

Carvalho et al. (2010) avaliando a expressao e potencial das enfingomielinas
de Leptospira através de transcricio em pacientes humanos e em hamisters,
detectaram proteinas nativas através de ensaios de Western blot, usando
extratos inteiro de Leptospira, assim como tdbulos renais de hamsters
infectados. O anticorpo presente no soro de um paciente humano reconheceu a
esfingomielina do tipo Sph2, indicando que esta € expressa e exposta ao
sistema imunologico durante a infeccdo em seres humanos. No entanto, em
experimento com modelo animal, nenhuma das esfingomielinas conferiu

protecdo contra doenca.

3.13 TRATAMENTO E PROFILAXIA

O controle e profilaxia da infeccdo em suinos incluem medidas higiénicas, de
manejo, de combate a roedores, vacinagdo e tratamento medicamentoso
(OLIVEIRA, 2007; BORDIN, 2010, OLIVEIRA et al., 2013).

A leptospirose animal representa um fator de preocupagdo para O0S
profissionais envolvidos com a saude animal e a Salude Publica os quais
consideram que a melhoria das acdes de controle voltadas aos animais refletira
na diminuicdo do nivel de contaminacdo ambiental e, consequentemente, na

reducéo do numero de casos humanos da doenga (CORADASSI, 2002).

Barcellos et al. (2009) ressalta a importancia do conhecimento dos perfis
sorolégicos de um rebanho, podendo a partir dai, avaliar se 0 mesmo esteve

exposto a algum agente infeccioso, determinar 0 momento em que ocorreu a
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infeccdo, ou em que fase do ciclo do plantel cada agente infeccioso esta
circulando, levando em consideracdo o fato de que certas infeccbes sé&o

subclinicas.

O uso de vacinas polivalentes dificulta o diagnéstico, visto que, ndo ha
diferenciagdo entre anticorpos vacinais e os produzidos na infeccdo ativa.
Porém, alguns autores citam que os titulos vacinais detectaveis geralmente nao
ultrapassam 1/400 (LEVETT, 2001; HASCHIMOTO et al., 2008).

Um aspecto de grande relevancia diz respeito a educacdo e a preparacdo
prévia do trabalhador no tocante a aceitacdo do EPI como rotina no trabalho,
de modo que ele se torne, psicologicamente, conscientizado, da sua
importancia e da necessidade do seu uso, em beneficio de sua prépria
seguranca (VASCONCELOS et al., 2012).

A identificacdo e caraterizagdo funcional de proteinas podem contribuir na
elucidacdo dos mecanismos que envolvem a patogénese e no desenvolvimento
de novas estratégias para o tratamento e a prevencdo da leptospirose
(RICARDI, 2013).

O controle da doenca em animais deve partir da integracdo de medidas
preventivas instituidas simultaneamente nos trés estagios da cadeia de
transmissdo: 1) fontes de infeccdo (vertebrados infectados), 2) vias de
transmissao (agua, solo e fobmites contaminados) e 3) suscetiveis (vertebrados
nao infectados). A leptospirose representa um ponto de preocupagao para 0s
profissionais envolvidos com a saude animal e saude publica veterinaria
(ARSKY; CALDAS, 2013).

E possivel que o uso de novas tecnologias de diagndstico precoce reduza os
custos de manutencdo de laboratoérios equipados com sofisticacao tecnoldgica.
Faz-se necessario encontrar solu¢cdes que sejam sustentaveis e com medidas
de custo-efetividade delineadas, além de passiveis de serem incorporadas ao
controle da leptospirose nas mais diversas culturas humanas (RODRIGUES,
2015).

O tratamento medicamentoso tem por objetivo principal conter a bacteremia e
seus efeitos nos animais clinicamente afetados, bem como reduzir a eliminacao

do agente via urina, sémen e secrecdo vaginal dos animais acometidos pela
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forma cronica da infeccdo. Préaticas de inseminacdo artificial que utilizam
sémen tratado com drogas antimicrobianas sdo eficientes na prevencdo da
transmissao do agente (FIGUEIREDO et al., 2013a).

Atualmente, as vacinas disponiveis para humanos e animais sao consideradas
de baixa eficacia, principalmente por serem limitadas aos sorovares que
constituem essas preparacdes. Isso ocorre devido a existéncia de mais de 250
sorovares patogénicos isolados no mundo (CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009),

impedindo assim, uma protecao de amplo espectro (FELIX, 2013).

Silva (2013), identificando e descrevendo fatores sociais e ambientais que
estdo diretamente ligados a proliferacdo e a consequente infeccdo pela
bactéria Leptospira interrogans, concluiu que deve haver um maior
investimento em politicas publicas de saneamento basico e em orientacdo a
populagdo e aos trabalhadores de atividades ocupacionais de risco, podendo

assim minimizar as condicfes favoraveis ao agente.

De acordo com o manual de controle de roedores (BRASIL, 2002), a
Leptospirose pode ser evitada através de algumas medidas profilaticas como:
combate aos ratos, fazendo o uso de controles quimicos conhecidos como
raticidas produzidos através de produtos naturais como caules de arvores, ou

sintéticos, como monodxido de carbono, bissulfeto de carbono e outros.

Silva (2013) revelou em seu estudo que, quanto as questdes ambientais, no
gue se refere ao uso de produtos quimicos, devem-se tomar certas medidas de
precaucao, pois os raticidas atingem roedores, mas nao selecionam somente
estes, atingem também passaros, gatos, caes, suinos e outros, colocando em
risco a biodiversidade, além da possibilidade de contaminacdo dos recursos
hidricos.

A leptospirose deve ser prevenida com medidas basicas de saneamento,
orientacdo aos trabalhadores da importancia do uso de EPIs, participacdo
social e até nogcdo médica para a suspeita e diagndéstico precoce, visto que a

intervencdo € essencial para uma melhor evolugcdo clinica e reducdo dos
indices de letalidade (RODRIGUES, 2015).

Freitas et al. (2004) obtiveram eficiéncia a partir do isolamento da Leptospira

em cées, bovinos e suinos naturalmente infectados. A identificacdo desses
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isolamentos permitiu novos estudos epidemiolégicos e profilaticos de

Leptospirose no Brasil.

Segundo o Ministério da Saude (2010) algumas medidas devem ser adotadas

para a prevencéo da Leptospirose humana:

Controle de roedores: por meio de medidas de antiratizagdo — que
consistem na modificacdo das caracteristicas ambientais que favorecem
a penetracdo, instalacdo e proliferacdo de roedores, eliminando os
fatores que propiciam acesso destes a agua, alimento e abrigo;

Coleta, acondicionamento e destino adequado do lixo, principal fonte de
alimento para roedores;

Manutencéo de terrenos baldios, publicos ou privados, murados e livres
de mato e entulhos, evitando condi¢fes a instalacdo de roedores;
Eliminagcao de entulho, materiais de construgcéo ou objetos em desuso;
Utilizacdo de agua potavel, filtrada, fervida ou clorada para consumo
humano;

Limpeza e desinfeccao adequada de reservatdrios domésticos de agua,
Descarte de alimentos que entrarem em contato com &guas
contaminadas;

Limpeza e desinfeccdo de areas domiciliares que sofreram inundacao
recente;

Desassoreamento, limpeza e canalizacdo de corregos;

Emprego de técnicas de drenagem de &aguas livres supostamente
contaminadas;

Construcdo e manutencdo permanente das galerias de aguas pluviais e
esgoto urbano;

Medidas de protecdo individual para trabalhadores ou individuos
expostos ao risco, através do uso de equipamentos de protecdo
individual como luvas e botas;

Reducdo do risco de exposicdo de ferimentos as aguas/lama de
enchentes ou outra situacao de risco;

Imunizacao de animais domésticos (com vacinas de uso veterinario).
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Torna-se importante a conscientizacdo por parte dos produtores acerca da
implantacdo de medidas de prevencdo adequadas com o objetivo de impedir,
ou pelo menos diminuir a disseminacdo da leptospirose em suinos e,
conseguentemente, bloquear a possivel transmissdo do agente para os seres
humanos. E importante também a conscientizacdo das autoridades sanitarias
para a melhoria e manutencéo de condi¢cbes basicas de higiene e seguranca
durante o abate, bem como para a pratica constante de medidas de educacéao
em saude, com vistas a impedir a possivel transmissdo do agente para o0s
trabalhadores diretamente envolvidos no abate de suinos (FIGUEIREDO,
2011).
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4 MATERIAL E METODO

4.1 DETERMINACAO DO NUMERO DE AMOSTRAS

A amostragem foi definida com base na populacao total de suinos no estado da
Bahia, estimada a partir da populagdo humana de 118000 habitantes entre as
cidades amostradas. Para o calculo da proporcdo suino: homem, foi utilizada
uma relacao de 1:10 (REICHMANN et al., 1999), que redundou em um total de
11800 suinos. Foram estratificadas pela area geografica 337(2,85%) de
amostras entres as regides produtoras a um raio de 400 km da cidade de
Salvador - BA.

A positividade no soro dos suinos para L. interrogans foi estimada via Modelos
Lineares Generalizados - GLM (Generalized Linear Models) considerando uma
distribuicdo binomial para uma funcéo de ligacao logit. O modelo geral utilizado

na analise é apresentado abaixo.

Yl'j: ,Ll+6i+ gij

Onde, Y: estimativa de positividade; p: média geral; §;: efeito dos fatores; &ij:
vetor dos erros dos modelos proporgdo estimada (prevaléncia); e: erro

amostral.

4.2 AREA DE ESTUDO

Os estudos foram conduzidos nas cidades de Adustina, Antas, Cicero Dantas,
Paripiranga e Coronel Jodo S&, pertencentes a regido de territdrio de
identidade Semiarido Nordeste Il do estado da Bahia. Os Territérios de
Identidade sao considerados unidades de planejamento do Governo -

integrando as politicas publicas e viabilizando na préatica as condicdes e
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estruturas para que as acbes sejam implementadas - e através da

Superintendéncia de Estudos Econdmicos e Sociais da Bahia (SEI).

Os animais presentes nas propriedades foram utilizados para coleta do sangue
e obtencdo do soro para exame laboratorial visando o sorodiagnostico para
leptospirose. As amostras utilizadas pertenceram ao banco de soro da ADAB
(Agéncia de Defesa Agropecuaria da Bahia). Os municipios foram escolhidos
aleatoriamente. Em cada municipio foi analisada uma propriedade, ou seja,

foram examinadas, ao final do estudo, 05 propriedades.

4.3 AMOSTRAS

Utilizou-se um total de 337 amostras de suinos (Sus scrofa domesticus) de
propriedades rurais durante o periodo de abril/2016, hibridos comerciais, com
idade média de mais ou menos 145 dias, com peso vivo entre 90 a 120 kg, de
ambos o0s sexos, das ragas Landrace, Duroc e mesticos, oriundos de Granjas
de Reprodutores Suideos, e de matrizes negativas e ndo vacinadas para
leptospirose. As amostras foram gentilmente cedidas pela Agéncia de Defesa
Agropecuaria da Bahia (ADAB).

As amostras foram armazenadas sob-refrigeracdo no Laboratério de Doencas
Infecciosas (LDI) da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, onde
passaram por centrifugacdo a 3000rpm, por 5 minutos, separando 0 soro e
acondicionado em eppendorf de 1,5ml a 20°C negativos para posterior analise

sorolégica.

Para o diagnéstico de anticorpos contra Leptospira spp., foi realizada a prova
de soroaglutinagcdo microscopica (SAM), técnica preconizada pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS).

Utilizou-se de uma colecao de antigenos vivos com 19 variantes sorologicas de
leptospiras. Os sorovares utilizados foram: Icterohaemorrhagiae, Copenhageni,
Canicola, Grippotyphosa, Pomona, Australis, Bataviae, Castellonis, Cynopteri,
Javanica, Panama, Pyrogenes, Hardjo, Sejroe, Patoc (saprofita), Tarassovi,
Autumnalis, Hebdomadis, Wolffi, mantidos a 28°C em meio de Ellinghausen-
McCullogh-Jonhson-Harris (EMJH) a 0,2%, adicionado de 10% de soro de
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coelho estéril e inativado, cedidas em convénio com o laboratério de referéncia
para a leptospirose a Fiocruz — Fundagéao Oswaldo Cruz. A bateria de cepas de

leptospiras utilizada nessa pesquisa esta detalhada na Tabela 3.

Tabela 3 — Demonstracdo dos sorogrupos e variantes soroldgicas das

leptospiras utilizadas no experimento.

Sorogrupo Variante do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae
Icterohaemorrhagiae Copenhageni

Canicola Canicola,
Grippotyphosa Grippotyphosa
Pomona Pomona
Australis Australis
Bataviae Bataviae
Ballum Castellonis
Cynopteri Cynopteri
Javanica Javanica
Panama Panamé
Pyrogenes Pyrogenes
Sejroe Hardjo
Sejroe Sejroe
Semaranga Patoc
Tarassovi Tarassovi
Autumnalis Autumnalis
Hebdomadis Hebdomadis
Sejroe Wolffi

Fonte: Elaboracéo da autora

As linhagens foram repicadas do meio Fletcher para o de Ellinghausen
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) modificado, acrescido de 5 fluorouracil,
cloranfenicol, vancomicina, acido, nalidixico e neomicina (FREITAS et al.,
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2004) e em seguida enriguecido com soro de coelho. Foram repicadas
semanalmente como demonstra a figura 4 e mantidas em meio Fletcher em
estufa B.O.D a 30°C, com crescimento de aproximadamente 12h e pH entre 7,2
e7,8.

Os antigenos foram preparados a partir de matrizes mantidas no Laboratério de
Doencas Infecciosas (LDI) da UFRB, repicadas quinzenalmente em meio de
cultura EMJH (Difco®), enriquecido com 10% de soro de coelho, mantido em
estufa a 30°C, livres de contaminacdo e de auto aglutinacdo. Para
determinacdo dos suinos sororreagentes, foi utilizada a diluicdo de 1:100,
considerando-se amostras reagentes, as quais apresentaram aglutinacéo igual
ou superior a 50% (FIGURA 2).

Figura 2 — Soro aglutinacdo microscopica.

Fonte: Manual de Leptospirose, 1995.

4.4 TECNICA DE SORO AGLUTINACAO MICROSCOPICA

4.4.1 Triagem

Na triagem foi utilizado os 19 sorovares como antigenos. Realizou- se diluicdo
da suspenséo de Leptospira spp. a proporcao de 1:2 PBS (phosphate buffered
saline), ph de 7,2. Examinou-se em microscopio de campo escuro/contraste de



50

fase com objetiva de 10x e ocular de 10 a 16x, na lamina, verificando assim

espiroquetas individualizadas.

Os antigenos foram preparados a partir de matrizes mantidas no LDI da UFRB,
repicadas quinzenalmente em meio de cultura EMJH (Difco®), enriquecido com
10% de soro de coelho, mantido em estufa a 30°C, livres de contaminacéo e de
auto aglutinacédo. Para determinacdo dos suinos soro reagentes, foi utilizada a
diluicdo de =21:100, considerando-se amostras reagentes, as quais

apresentaram aglutinacao igual ou superior a 50%.

Os materiais utilizados na preparagdo das amostras foram esterilizados em
fluxo laminar com UV para esterilidade, sendo estes: luvas, micropipeta, placas

com eppendorfs e pipetas por 30 minutos no fluxo.

Adicionou-se em tubos 16x160, 4,9 ml de PBS e 0,1 ml do soro a ser testado
(diluicdo 1:50) sob agitagédo. Para o controle foi distribuido 0,2ml de PBS e 0,2
ml da suspenséo antigénica, 3 gotas destes tubos foram colocadas em laminas

para observacao de aglutinacdo de campo escuro/contraste de fase.

Removeu-se 0,2ml de cada antigeno e adicionou-se 0,2 ml do soro diluido,
dessa diluigdo em 19 tubos 12x100. Retirou-se 3 gotas do Ag/At para testar a
aglutinacdo para os diferentes sorovares. Em seguida, as misturas de soro e

antigeno sao mantidas em estufa B.O.D. a 37°C durante 3 (trés) horas.

As gotas sdo colocadas em laminas para observacdo de aglutinagcdo em
microscopio em campo escuro/contraste de fase. Observou-se em microscopio
de campo escuro/contraste de fase se 0s soros aglutinam mais de 50% das
Leptospiras. Os soros que apresentaram reacao positiva para um determinado
sorovar sdo novamente congelados para posteriormente serem utilizados na

titulagdo juntamente com o sorovar reagente.

A deteccdo de anticorpos anti-leptospiras foi realizada pela técnica de
Soroaglutinacdo Microscépica (SAM). O critério adotado para o soro ser
considerado como reagente foi de 50% de Leptospiras aglutinadas por campo
microscépico em aumento de 100 vezes. O sorovar registrado foi aquele que
apresentou maior titulo, sendo as demais aglutinacbes consideradas reacdes

cruzadas.
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A leitura da reacdo foi realizada em microscépio optico (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 aglutinagao.
Inicialmente os soros foram diluidos em 1:100 e aqueles que apresentaram

50% ou mais de aglutinacdo foram considerados positivos.

A sorologia foi realizada pelo teste de soroaglutinagdo microscopica com
antigenos vivos (SAM). As amostras foram diluidas inicialmente em solucao
salina tamponada (PBS-pH 7.2) a 1:100, e apenas aquelas que aglutinassem
50% ou mais das leptospiras nesta diluicdo seriam consideradas positivas e
entdo testadas para as diluicbes 1:200, 1:400, 1:800. 1:1600 e 1:3200, para

obtencdao do titulo final de anticorpos.

4.4.2 Titulagdo

A titulacdo foi realizada com os soros que obtiveram resultados positivos
durante a triagem. Os soros foram colocados em tubos 16x160, onde foram
adicionados 4,9ml de salina fisiolégica e 0,1ml do soro a ser testado (diluicdo
1/50). Em seguida foi distribuido em 5 tubos 12x100 com cada sorotipo

reagente de cada soro testado.

Removeu-se da diluicdo 0,2ml com uma micropipeta, colocou-se em um
eppendorf identificado com titulo de 100. Adicionou-se nesse mesmo eppendorf
mais 0,2ml do antigeno. Utilizou-se um segundo eppendorf, identificado com o
titulo de 200, recebendo 0,2ml da mistura do 1° eppendorf e mais 0,2ml do
antigeno. Em um 3° eppendorf, com a identificacdo do titulo 400, depositou-se
0,2ml do 2° eppendorf mais 0,2 ml do antigeno. O 4°eppendorf, com a
identificacao do titulo de 800, recebeu 0,2ml da diluicdo do 3° eppendorf e mais
0,2ml do antigeno. O 5° eppendorf, representando uma titulacdo de 1600,
recebeu 0,2ml do antigeno e mais 0,2ml da diluicdo do 4° eppendorf. Por fim,

desprezou-se 0,2ml da diluicdo do 5° eppendorf.

Para a realizacdo da leitura da aglutinacdo, sdo removidos 10ul de cada
eppendorf. Depositou-se em l|aminas, para avaliacdo microscopica em
contraste de fase. para a realizagdo da titulacdo. Os soros séo titulados de

acordo com a ultima titulacéo observada ao microscoépio.
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A positividade no soro dos suinos para L. interrogans foi estimada via Modelos
Lineares Generalizados - GLM (Generalized Linear Models) considerando uma

distribuicdo binomial para uma funcgéo de ligagé&o logit.
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5 RESULTADOS

Foram amostrados 337 animais, dentre estes, 242 (71,8%) foram do sexo
masculino e 95 (28,2%) do sexo feminino. Quanto a raca, 170 (50,44%) foram
Landrace, 117 (34,71%) foram Duroc e 50 (14,83%) da raca mestica. Quanto a
cidade de origem, 82 (24,33%) foram pertencentes a Cicero Dantas, 73
(21,66%) a Antas, 65 (19,28%) a Adustina, 61 (18,10%) a Coronel Jodo S4 e
56 (16,61%) a Paripiranga.

Destes suinos nos quais se pesquisou a presenca ou auséncia de anticorpos
anti-leptospiras frente a 19 antigenos pela SAM, obteve-se 250 soros
reagentes (74,18%) pra mais de um sorotipo e 87 (25,81%) soros nao
reagentes (Figura 3). Das 250 amostras da etapa de triagem, todas foram
reagentes na etapa de titulacdo. Houve 176 amostras de machos e 74 de
fémeas. Deste mesmo total, 100 (40%) eram da raca Duroc, 100 (40%)
Landrace e 50 (20%) mesticos. No que diz respeito a origem dos animais, 50
(20%) provieram da cidade de Adustina, 50 (20%) de Antas, 50 (20%) de
Cicero Dantas, 50 (20%) de Paripiranga e 50 (20%) de Coronel Jodo Sa4,
pertencentes ao estado da Bahia. Os animais amostrados em suas localidades
possuiam faixa etéria de 145 dias de vida e foram mantidos em regime de
criacdo semi-confinado. Durante o periodo de coleta foi relatado casos de

natimortalidade e abortos.
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Figura 3 — Representacdo do teste de triagem realizado com os soros de
suinos pelo teste da SAM em Contraste de Fase distribuida por

19 sorovares de Leptospira.

Icterohaemorrhagi
ae; 59

Hebdomadis; 3
Wolffi; 3 NEG; 87

Autumnalis;%

Panama; 5

Copenhageni; 48

Pomona; 6
Patoc; 7 |

Pyrogenes; 7
Javanica; 9

Sejroe; 20
Tarassovi; 21

Gryppotyphosa; 25 Australis; 31

Cynopteri; 27 .
ynoe Hardjo; 28 Castellonis; 31

Observou-se que houve uma variacdo para os 19 sorogrupos testados,
demonstrando reagdo ao teste SAM. O sorovar Icterohaemorrhagiae 59
(23,6%), Copenhageni 48 (19,2%), Canicola 33 (13,2%). Por outro lado, os
sorovares Wolffi 3 (1,2%) e Hebdomadis 3 (1,2%) foram os que apresentaram
menor reacdo. Animais que nao apresentaram aglutinacdo mediante a
apresentacao de titulo de 1:100 foram representados pelos animais negativos
(NEG) 87 individuos, figura 01.

No que se refere a representacdo de diluicdes maximas em titulacdo, foi
observado que trés amostras soro-aglutinaram em titulos de 1:200, 9 em 1:400,
57 em 1:800, 161 em 1:1600 e 130 para 1:3200. Os sorovares Gryppotyphosa
(51), Pomona (32) e Patoc (30) foram prevalentes nessas diluicées. Em titulos
de diluicdo na proporcéo de 1:200, o sorovar mais elevado foi Hebdomadis com
dois soros aglutinantes, enquanto na dilugcdo 1:400 o sorovar Wolffi (2) obteve
maiores proporgbes. Para diluigbes de 1:800 o sorovar Patoc com oito
amostras e 20 na diluicdo 1:1600 foi o mais preponderante entre as amostras

soroaglutinadas e o sorovar Javanica (1) o mais inferior. O sorovar
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Gryppotyphosa na diluicdo de 1:3200 foi 0 mais 0 que obteve o0 maior numero
de amostras aglutinadas e o sorovar Tarassovi (1) o0 menor para esta diluicdo

como observado na Figura 4.

Figura 4 — Representacdo do teste de titulacdo realizado com os soros de
suinos pelo teste da SAM em contraste de fase distribuida por 19

sorovares de Leptospira.
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A estrutura do rebanho conferida através de andlise de clusters ascendente
resultou numa estrutura muito similar que nédo se fez capaz de diferenciar os

rebanhos estudados.

Critérios utilizados quanto convivéncia com susceptiveis de outros
estabelecimentos pela ADAB conferiram que nao houve significancia
representativa entre os rebanhos analisados, obtendo 0,66% de animais que
tiveram contato com animais de outros estabelecimentos e 0,58% de animais
gue nao tiveram contato. Quanto a convivéncia/contato com animais silvestres
se obteve um percentual de 0,48% de animais que nao possuem
convivéncia/contato e 0,74% dos que possuem. Em relagdo ao transito dos

animais nos ultimos 60 dias, detectou que 0,66% ndo realizaram este
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transporte e 0,58% realizaram. Quanto a esses parametros foi observado que

nao existe correlacao significativa como demonstrado na figura 5 abaixo.

Figura 5 — Estimativas da probabilidade de positividade para L. interrogans em
funcdo da convivéncia com suscetiveis de outros estabelecimentos,
convivéncia/contato com animais silvestres e transito nos ultimos 60

dias na criagao dos suinos via GLM logit
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Estimativas da probabilidade de positividade para L. interrogans em funcao da
raca dos suinos via GLM logit, demonstraram que houve diferenca quanto
positividade, sendo mais signicativa em animais mesticos, seguidos da raca
Duroc e posteriormente da ragca Landrace. Numa mesma analise realizada
referida ao sexo dos rebanhos analisados conferiram que ndo houve diferenca
expressiva neste parametro sendo expresso por um percentual de 22% de
positividade para fémeas e 27% para machos conforme demonstra a Figura 6

abaixo.
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Figura 6 — Estimativas da probabilidade de positividade para L. interrogans em

funcéo do sexo e raca dos suinos via GLM logit

1,60 +
1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 - I
0,60 -
0,40

0,20 -

0,00
Duroc

‘ Landrace ‘ Mestigos ‘ Fémea

raca

‘ sexo

Macho ‘

No que se refere ao critério de risco utilizado para selecédo do estabelecimento

pela ADAB quanto ao sistema de criacdo, observou que também n&do houve

diferenca significativa entre diferentes sistemas a exemplo dos localizados em

Areas periurbanas ou comunidades carentes (A);

dos que

realizam

fornecimento de residuos alimentares (lavagem) aos suinos (B) e dos que se

localizam em é&reas de assentamentos rurais ou reservas indigenas (C),

demonstrado na Figura 7 a seguir.

Figura 7 — Estimativa da probabilidade de positividade para L. interrogans em

funcéo do sistema de criacdo dos suinos via GLM logit
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Resultados da vistoria geral do rebanho e exame clinico dos animais
amostrados demonstraram que nao houve diferenca significativa quanto
positividade quando relacionadas parametros como: animais sem alteracdes
clinicas (SAC); animais confinados em ambientes de pouca higiene (AOCP);
criacdo extensiva/ animais em bom estado nutricional sem apresentar
alteracOes clinicas (SAC EXT); ponto de risco sanitario/ criacdo comunitaria

(PRS) como demonstrado na Figura 08 a seguir:

Figura 8 — Estimativas da probabilidade de positividade para L. interrogans em

funcdo da vistoria técnica dos suinos via GLM logit

sac.ext | 0,80 =
o
-C -
[
©
©
S sac | 0,71 —
©
©
] ]
‘c
(8]
3 ,
® prs 0,78 t
S
o .
S
acph | 0,81

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00




59

6 DISCUSSAO

Na titulacdo de 1:200 observou-se que um numero reduzido de sorovares
responderam a esta diluicdo, porem o0s Unicas amostras que responderam
foram hebdomadis e wolffi respectivamente. Sugere-se que isso se atribui ao
fato desses animais apresentarem uma exposiCao prévia ao antigeno ou estes
foram vacinados. Como justificado por Faine et al. (1999) muitos animais em
fase cronica de infeccdo provavelmente jA& ndo mais apresentam titulos de
anticorpos em niveis satisfatorios para deteccdo pela técnica de

soroaglutinagcdo microscopica.

Houve um numero reduzido de amostras que apresentaram aglutinacao para a
diluicdo de 1:400, porem maior que 1:200, demonstrando que j& apresentam
um certo potencial de transmissibilidade entre estes individuos principalmente
os criados sob grandes densidades. Em outras palavras isso significa dizer que
0S animais reagentes a este titulo possuem maior soropositividade ou
exposicdo evidente ao agente infeccioso sendo parametros como densidade e
sexo um importante fator disseminatério como afirmado por Soto et al. (2007),
gue quanto maior a densidade de animais por unidade de area, maior o risco
de exposicao por contato direto com a fonte comum e um pequeno namero de
animais portadores em um ambiente favoravel pode contaminar rapidamente

todo o meio compartilhado.

Em diluicbes de 1:800 os individuos apresentaram altos niveis de exposicao
nessas criacfes, ressaltando a importancia que isso representa quando a
populacdo estudada € composta principalmente por suinos reprodutores.
Animais que manifestaram soro-aglutinacdo para esta diluicdo ja sao
considerados infectados e a transmissao da leptospirose pode ocorrer por meio
do sémen. Acredita-se que estes individuos apresentem sintomatologia
evidente ao agente causal da doenca destacando-se falhas reprodutivas em
fémeas como uma das principais razdes de descarte e quedas nos indices
produtivos (BEURON & BRITO, 2016).

Os animais reagentes a niveis de diluicdo 1:1600 foram os mais prevalentes

(161) quando comparados as demais diluicdes. Isso pode ser explicado pelo



60

fato destes animais apresentarem exposicdo ao agente em alguma fase da
vida, e ndo necessariamente ter desenvolvido sintomatologia evidente da
Leptospirose, corroborando com Campos et al. (2011) onde consideraram
infectantes aquelas amostras soropositivas que aglutinaram a dois ou mais
sorovares e apresentaram elevados titulos. Desta forma sugere-se que estes
animais possuem anticorpos contra Leptospirose e podem ter sido infectados

recentemente mais ndo desenvolveram a doenca de forma clinica.

Em titulos mais diluidos 1:3200 houveram um namero consideravelmente
elevado (130), ocupando o segundo lugar quando relacionado as outras quatro
diluicdes. Desta forma acredita-se que individuos reativos a este nivel de
titulacdo apresentem sintomatologia evidente ao agente causal da doenca
destacando-se falhas reprodutivas em fémeas como uma das principais razdes
de descarte e quedas nos indices produtivos (BEURON; BRITO, 2016).

Em concordancia os autores ainda ressaltaram que € de grande importancia
adotar procedimentos voltados para higiene adequada das instalacdes,
saneamento e orientacdo em saude dos funcionarios como medidas essenciais
para a redugdo dos riscos, uma vez que os trabalhadores possuem contato
com sangue, urina e visceras como figado e rim de suinos estédo sujeitos a se

infectarem pela Leptospira spp. (CARRIJO, 2012).

Foi analisado por Favero et al. (2002) a condic&o sorologica contra Leptospira
spp. em ovinos, bubalinos, caes, caprinos, equinos e suinos em diversos
estados brasileiros. As porcentagens de ocorréncia de anticorpos contra
Leptospira spp. e as sorovariedades mais frequentes na espécie suina foi
24,46%, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae em MG, Pomona no RS,
Pomona e em PE e RJ, Autumnalis no CE e Icterohaemorrhagiae em GO, PR,
SC e SP, 23,6%. Na Bahia foi encontrado no presente trabalho 74,18% soro-
reagentes com predominancia para sorovariedade Icterohaemorrhagiae
(23,6%), Copenhageni (19,20%) e Canicola (13,20%).

Todas as amostras analisadas reagiram a mais de um titulo e
concomitantemente a mais de um sorovar, demonstrando que ha uma maior
predisposicdo dos animais a contrairem a doenca. Os resultados encontrados
pelo presente trabalho sdo de grande importancia principalmente para a cadeia

produtiva de suinos, visto que a leptospirose nesses animais constitui uma
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causa importante de deficiéncias reprodutivas que culminam em prejuizos

econdmicos para os setores produtivos (WILSON; SWAI, 2014).

Medidas preventivas globais superficiais ou mal planejadas podem ser
ineficientes no controle da doenca, uma vez que a ocorréncia da infeccdo em
uma granja pode estar associada a caracteristicas regionais principalmente
climaticas. O uso de antimicrobianos no controle da infeccao deve ser feito sob
cautela e receber atencao especial em virtude de que residuos dessas drogas
sdo encontrados nos produtos finais destinados ao consumo humano
(FIGUEIREDO et al., 2013).

Foi encontrado um numero expressivo de reagentes a SAM, visto que a
resposta imune persiste em determinado tempo que as bactérias foram
eliminadas do organismo (MIRAGLIA et al.,, 2008). Algumas conclusdes
importantes podem ser extraidas deste artigo quanto a titulagdo nas diluicbes
1:1600 e 1:3200, em que houveram um numero relevante de animais que
apresentaram reacdo de soro-aglutinacdo, tendo em vista que estes animais
podem ser possiveis transmissores da doenca aos humanos tanto para o
consumidor quanto para o responsavel pela manipulacdo do animal ao abate
(VIANA et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Foi observado pelo presente levantamento uma soroaglutinacdo das
amostras aos 19 antigenos testados com maior positividade para as
diluicdes 1: 1600 e 1: 3200.

Das cinco cidades estudadas foi demostrado pelo presente levantamento
exposicao dos animais aos diferentes sorogrupos com uma tendéncia a
categoria de reprodutores.

O maior numero de amostras para a titulagdo de 1:3200 demonstraram que
0s animais advindos destas regides necessitam de maiores atencfes quanto
as falhas reprodutivas e quedas nos indices produtivos.

A positividade no soro dos suinos para L. interrogans estimada via Modelos
Lineares Generalizados - GLM (Generalized Linear Models) apresentou
estimativas com valores significantes em parametros relacionados a raca

destes animais
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LEVANTAMENTO DA LEPTOSPIROSE EM AMOSTRAS DE SUINOS DO
TERRITORIO DE IDENTIDADE SEMIARIDO NORDESTE Il DO ESTADO
DA BAHIA

[SEROLOGICAL SURVEY OF LEPTOSPIROSIS IN SWINE SAMPLES OF THE NORTHEAST Il SEMI-ARID IDENTITY
TERRITORY OF THE STATE OF BAHIA]

J. S. Jorge, R. B. Cerqueira, A. K. S. Cavalcante, C. E. C. O. Ramos

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

RESUMO

A leptoptospirose € uma zoonose bacteriana que assume consideravel papel como
problema econdmico e de salde publica. Neste estudo objetivou-se detectar anticorpos
anti-leptopsira em 337 amostras de suinos de cinco cidades pertencentes ao estado da
Bahia. As amostras foram processadas pela técnica de Soroaglutinacdo Microscdpica
(SAM) em campo escuro utilizando os 19 sorovares: Icterohaemorrhagiae,
Copenhageni, Canicola, Gryppotyphosa, Pomona, Australis, Bataviae, Castellonis,
Cynopteri, Javanica, Panama, Pyrogenes, Hardjo, Sejroe, Patoc, Tarassovi, Autumnalis,
Hebdomadis e Wolffi. A ocorréncia de anticorpos nas cidades foi de 74,18%, sendo 50
(20%) provindos de soros da cidade de Adustina, 50 (20%) de Antas, 50 (20%) de
Cicero Dantas, 50 (20%) de Paripiranga e 50 (20%) de Coronel Jodo Sa. Todas as
amostras foram sororeagentes para mais de um sorovar sendo o mais frequente o
Icterohaemorrhagiae 59 (23,6%), seguido do Copenhageni 48 (19,2%) e Canicola 33
(13,2%). Foi observada pelo presente levantamento uma porcentagem de 74,18% soro-
reagentes com predomindncia para sorovariedade Icterohaemorrhagiae (23,6%),
Copenhageni (19,20%) e Canicola (13,20%), com maior positividade para as dilui¢des
1: 1600 e 1: 3200. A positividade no soro dos suinos para L. interrogans estimada via
Modelos Lineares Generalizados apresentou estimativas com valores significantes em

parametros relacionados a raca deste animais

Palavras-chave:  Spirochoeta icterohaemorragiae, Leptospira, Soroagluinacao

microscopica.
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ABSTRACT

The leptoptospirosis is a bacterial zoonosis that assumes considerable role as an
economic and public health problem. This study aimed to detect anti-leptospira
antibodies in 337 swine samples from five cities in the state of Bahia. As samples were
processed by the technique of Microscopic Soroagglutination (SAM) in the field only
the 19 type strains: Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, Gryppotyphosa,
Pomona, Australis, Bataviae, Castellonis, Cynopteri, Javanica, Panama, Pyrogenes,
Hardjo, Sejroe, Patoc, Tarassovi, Autumnalis, Hebdomadis e Wolffi. The occurrence of
antibodies in the cities was 74,18%, being 50 (20%) of sera from the city of Adustina,
50 (20%) from Antas, 50 (20%) from Cicero Dantas, 50 (20%) from Paripiranga and 50
(20%) of Coronel Jodo Sa. All samples were seroreactive for more than one serovar, the
most frequent being Icterohaemorrhagiae 59 (23,6%), followed by Copenhageni 48
(19,2%) and Canicola 33 (13,2%). A percentage of 74.18% serum-reactants with
predominance for serovarity Icterohaemorrhagiae (23.6%), Copenhageni (19.20%) and
Canicola (13.20%) were observed, with a higher positivity for dilutions 1 : 1600 and 1:
3200. The serum positivity of L. interrogans estimated by Generalized Linear Models
presented estimates with significant values in parameters related to the breed of this

animals

Keywords: Spirochoeta icterohaemorragiae, Leptospira, pigs.
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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose bacteriana, de ocorréncia variavel em diferentes
partes do mundo, de carater sisttmico que afeta diversas espécies de animais
domésticos, silvestres e 0s seres humanos, amplamente disseminada, assumindo
consideravel papel como problema econdmico e de saude publica (AZEVEDO et al.,
2011).

E considerada atualmente uma das zoonoses mais difundidas do planeta, causada
por espécies patogénicas de bactérias pertencentes ao género Leptospira, o qual
atualmente é composto por 19 espécies e mais de 300 sorovares. Os humanos sdo
hospedeiros acidentais da enfermidade, manifestando a doenca na forma subclinica ou
clinica, mas dificilmente tornando-se portadores renais crénicos (ADLER &
MOCTEZUMA, 2010).

Em suinos, este tipo de zoonose caracteriza-se pela ocorréncia de abortamento no
final da gestacdo, repeticdo de estro, mumificacdo fetal, natimortalidade, nascimento de
leitGes fracos, baixo numero de leitdes, descarga vulvar patoldgica e morte embrionaria.
Séo considerados 0s mais importantes animais domésticos portadores da doenga, pois
neles geralmente as manifestacGes clinicas variam de discretas a ausentes, o que
dificulta a identificacdo da infec¢do na granja (GONCALVES & COSTA, 2011).

A doenca se estendeu por areas rurais tornando-se uma das causas de epidemias
em comunidades urbanas dos paises em desenvolvimento. Nesses paises, como no caso
do Brasil, a sua ocorréncia esta relacionada ao acelerado e desordenado processo de
expansao urbana, onde grande parte da populacdo passou a habitar areas da periferia,
sem 0 minimo de condi¢des de infraestrutura e saneamento, facilitando a manutencao de

agentes patogénicos nocivos a satde animal e humana (BIER et al,. 2013).

Adicionalmente, € caracterizada por ser uma importante zoonose de alto risco
ocupacional, uma vez que atingem varias categorias profissionais, principalmente
médicos veterinarios, acougueiros, e funcionarios de granjas suinas que estdo
frequentemente sujeitos ao contato direto com o agente (CAMPOS et al.,, 2011,
GUERRA, 2013; WILSON & SWAI, 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

Levantamentos soroldgicos para o diagnostico da infeccdo no Brasil, revelaram
percentual de 36,6% em Botucatu (SHIMABUKURO et al., 2003), 4,7% nos estados do
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Piaui e Maranhdo (GONCALVES et al., 2011) elevando posteriormente para 5,7%
reagentes (GONCALVES et al.,, 2014), 26,6% no Ceara e 45% em Pernambuco
(FAVERO et al., 2002). Existe a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em
suinos abatidos em frigorificos de 59,38% no municipio de Uberlancia, MG (RIGO et
al., 2013).

As perdas e falhas reprodutivas sdo decorrentes da infeccdo fetal durante a fase
aguda e também das lesBes ocorridas nos 6rgdos genitais durante a fase em que o animal
se torna portador cronico do agente. Medidas preventivas globais, executadas sem
planejamento, podem ser ineficientes no controle da doenca, uma vez que a ocorréncia
da infeccdo em uma granja pode estar ligada a caracteristicas locais (FIGUEIREDO et
al., 2013a; SANTOS, 2014).

O controle da doenca em animais de producdo também deveria ocorrer através
de vacinacdo e educacdo dos proprietarios, veterinarios e tratadores. Entretanto, é
demonstrado que esta medida de vacinacdo pode ser fracassada (FELIX, 2013). Desta
forma o presente trabalho tem por objetivo detectar anticorpos anti-leptospira em
amostras de soro de suinos criados em granjas rurais localizadas nos municipios de

territorio de Identidade da Bahia.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Determinagdo do numero de amostras

A amostragem foi definida com base na populacdo total de suinos no estado da
Bahia, estimada a partir da populacdo humana de 118000 habitantes entre as cidades
amostradas. Para o célculo da proporcao suino: homem, foi utilizada uma relacdo de
1:10 (REICHMANN et al., 1999), que redundou em um total de 11800 suinos. Foram
estratificadas pela area geogréafica 337(2,85%) de amostras entres as regides produtoras
& um raio de 400 km da cidade de Salvador - BA.

A positividade no soro dos suinos para L. interrogans foi estimada via Modelos
Lineares Generalizados - GLM (Generalized Linear Models) considerando uma
distribuicdo binomial para uma funcéo de ligacdo logit. O modelo geral utilizado na

analise é apresentado abaixo.

Yl'j: ,Ll+6i+ gij

Onde, Y: estimativa de positividade; p: média geral; &: efeito dos fatores; €ij: vetor dos

erros dos modelos proporgéo estimada (prevaléncia); e: erro amostral.

2.2 Area de estudo

Os estudos foram conduzidos nas cidades de Adustina, Antas, Cicero Dantas,
Paripiranga e Coronel Jodo S&, pertencentes a regido de territério de identidade
Semiarido Nordeste 1l do estado da Bahia. Os Territorios de Identidade sé&o
considerados unidades de planejamento do Governo — integrando as politicas publicas e
viabilizando na pratica as condigbes e estruturas para que as acles sejam
implementadas, e através da Superintendéncia de Estudos Econémicos e Sociais da
Bahia (SEI).

Os animais presentes nas propriedades foram utilizados para coleta do sangue e

obtencdo do soro para exame laboratorial visando o sorodiagnostico para leptospirose.
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As amostras utilizadas pertenceram ao banco de soro da ADAB (Agéncia de Defesa
Agropecudria da Bahia). Os municipios foram escolhidos aleatoriamente. Em cada
municipio foi analisada uma propriedade, ou seja, foram examinadas, ao final do estudo,

05 propriedades.

2.3 Amostras

Utilizou-se um total de 337 amostras de suinos (Sus scrofa domesticus) de
propriedades rurais durante o periodo de abril./2016, hibridos comerciais, com idade
média de 145 dias, com peso vivo entre 90 a 120 kg, de ambos 0s sexos, das racas
Landrace, Duroc e mesticos, oriundos de Granjas de Reprodutores Suideos, e de
matrizes negativas e nao vacinadas para leptospirose. As amostras foram gentilmente

cedidas pela Agéncia de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB).

As amostras foram armazenadas sob-refrigeracdo no Laboratério de Doencas
Infecciosas (LDI) da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, onde passaram por
centrifugacdo a 3000rpm, por 5 minutos, separando o soro e acondicionado em
eppendorf de 1,5 ml a 20°C negativos para posterior analise sorolégica.

Para o diagndéstico de anticorpos contra Leptospira spp., foi realizada a prova de
soroaglutinacdo microscopica (SAM), técnica preconizada pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS).

Utilizou-se de uma colecdo de antigenos vivos com 19 variantes sorolégicas de
leptospiras.  Os sorovares utilizados foram: Icterohaemorrhagiae, Copenhageni,
Canicola, Grippotyphosa, Pomona, Australis, Bataviae, Castellonis, Cynopteri,
Javanica, Panama, Pyrogenes, Hardjo, Sejroe, Patoc (saprofita), Tarassovi,
Autumnalis, Hebdomadis, Wolffi, mantidos a 28°C em meio de Ellinghausen-
McCullogh-Jonhson-Harris (EMJH) a 0,2%, adicionado de 10% de soro de coelho
estéril e inativado, cedidas em convénio com o laboratério de referéncia para a

leptospirose a Fiocruz — Fundagdo Oswaldo Cruz.

As linhagens foram repicadas do meio Fletcher para o de Ellinghausen
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) modificado, acrescido de 5 fluorouracil,

cloranfenicol, vancomicina, acido, nalidixico e neomicina (FREITAS et al., 2004) e em
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seguida enriquecido com soro de coelho. Foram repicadas semanalmente e mantidas em
meio Fletcher em estufa B.O.D a 30°C, com crescimento de aproximadamente 12h e pH
entre 7,2 e 7,8.

Os antigenos foram preparados a partir de matrizes mantidas no Laboratério de
Doencas Infecciosas (LDI) da UFRB, repicadas quinzenalmente em meio de cultura
EMJH (Difco®), enriquecido com 10% de soro de coelho, mantido em estufa a 30°C,
livres de contaminacdo e de auto aglutinacdo. Para determinacdo dos suinos
sororreagentes, foi utilizada a diluicdo de 1:100, considerando-se amostras reagentes, as
quais apresentaram aglutinacdo igual ou superior a 50%.

2.4 Técnica de Soro Aglutinacdo Microscépica

2.4.1Triagem

Na triagem foi utilizado os 19 sorovares como antigenos. Realizou- se dilui¢do
da suspensao de Leptospira spp. a propor¢do de 1:2 PBS (phosphate buffered saline),
ph de 7,2. Examinou-se em microscopio de campo escuro/contraste de fase com
objetiva de 10x e ocular de 10 a 16x, na lamina, verificando assim espiroguetas

individualizadas.

Os antigenos foram preparados a partir de matrizes mantidas no LDI da UFRB,
repicadas quinzenalmente em meio de cultura EMJH (Difco®), enriquecido com 10%
de soro de coelho, mantido em estufa a 30°C, livres de contaminacdo e de auto
aglutinacdo. Para determinagdo dos suinos soro reagentes, foi utilizada a diluicdo de
>1:100, considerando-se amostras reagentes, as quais apresentaram aglutinacéo igual ou

superior a 50%.

Os materiais utilizados na preparacao das amostras foram esterilizados em Fluxo
laminar com UV para esterilidade, sendo estes: luvas, micropipeta, placas com

eppendorfs e pipetas por 30 minutos no fluxo.

Adicionou-se em tubos 16x160, 4,9 ml de PBS e 0,1 ml do soro a ser testado
(diluicdo 1:50) sob agitacao. Para o controle foi distribuido 0,2ml de PBS e 0,2 ml da
suspensdo antigénica, 3 gotas destes tubos foram colocados em laminas para observacéo

de aglutinagdo de campo escuro/contraste de fase.
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Removeu-se 0,2 ml de cada antigeno e adicionou-se 0,2 ml do soro diluido,
dessa diluicdo em 19 tubos 12x100. Retirou-se 3 gotas do Ag/At para testar a
aglutinagéo para os diferentes sorovares. Em seguida, as misturas de soro e antigeno séo

mantidas em estufa B.O.D a 37°C durante 3 (trés) horas.

As gotas sdo colocadas em laminas para observagdo de aglutinagdo em
microscopio em campo escuro/contraste de fase. Observou-se em microscopio de
campo escuro/contraste de fase se os soros aglutinam mais de 50% das Leptospiras. Os
SOros que apresentaram reacao positiva para um determinado sorovar sdo novamente
congelados para posteriormente serem utilizados na titulagdo juntamente com o sorovar

reagente.

A deteccdo de anticorpos anti-leptospiras foi realizada pela técnica de
Soroaglutinacdo Microscépica (SAM). O critério adotado para o soro ser considerado
como reagente foi de 50% de Leptospiras aglutinadas por campo microscopico em
aumento de 100 vezes. O sorovar registrado foi aquele que apresentou maior titulo,

sendo as demais aglutinacGes consideradas reacdes cruzadas.

A leitura da reacdo foi realizada em microscopio oOptico (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 aglutinacdo. Inicialmente os soros
foram diluidos em 1:100 e aqueles que apresentaram 50% ou mais de aglutinacdo foram

considerados positivos.

A sorologia foi realizada pelo teste de soroaglutinagdo microscopica com
antigenos vivos (SAM). As amostras foram diluidas inicialmente em solucdo salina
tamponada (PBS-pH 7.2) a 1:100, e apenas aquelas que aglutinassem 50% ou mais das
leptospiras nesta diluicdo seriam consideradas positivas e entdo testadas para as
diluicbes 1:200, 1:400, 1:800. 1:1600 e 1:3200, para obtencdo do titulo final de

anticorpos.

2.4.2 Titulacao

A titulacdo foi realizada com o0s soros que obtiveram resultados positivos

durante a triagem. Os soros foram colocados em tubos 16x160, onde foram adicionados
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4,9ml de salina fisiologica e 0,1ml do soro a ser testado (dilui¢cdo 1/50). Em seguida foi

distribuido em 5 tubos 12x100 com cada sorotipo reagente de cada soro testado.

Removeu-se da diluicdo 0,2 ml com uma micropipeta, colocou-se em um
eppendorf identificado com titulo de 100. Adicionou-se nesse mesmo eppendorf mais
0,2 ml do antigeno. Utilizou-se um segundo eppendorf, identificado com o titulo de 200,
recebendo 0,2 ml da mistura do 1° eppendorf e mais 0,2 ml do antigeno. Em um 3°
eppendorf, com a identificacdo do titulo 400, recebeu-se 0,2 ml do 2° eppendorf mais
0,2 ml do antigeno. O 4°eppendorf, com a identificacdo do titulo de 800, recebeu-se 0,2
ml da diluicdo do 3° eppendorf e mais 0,2 ml do antigeno. O 5° eppendorf,
representando uma titulacdo de 1600, recebeu 0,2 ml do antigeno e mais 0,2 ml da

diluicdo do 4° eppendorf. Por fim, desprezou-se 0,2 ml da dilui¢do do 5° eppendorf.

Para a realizacdo da leitura da aglutinacdo, sdo removidos 10 pl de cada
eppendorf. Depositou-se em laminas, para avaliagdo microscopica em contraste de fase
para a realizacdo da titulacdo. Os soros sdo titulados de acordo com a Gltima titulacdo

observada ao microscopio.

A positividade no soro dos suinos para L. interrogans foi estimada via Modelos
Lineares Generalizados - GLM (Generalized Linear Models) considerando uma

distribuicdo binomial para uma fungéo de ligagéo logit.
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3. RESULTADOS

Foram amostrados 337 animais, dentre estes, 242 (71,8%) foram do sexo
masculino e 95 (28,2%) do sexo feminino. Quanto a raca, 170 (50,44%) foram
Landrace, 117 (34,71%) foram Duroc e 50 (14,83%) da raca mestica. Quanto a cidade
de origem, 82 (24,33%) foram pertencentes a Cicero Dantas, 73 (21,66%) a Antas, 65
(19,28%) a Adustina, 61 (18,10%) a Coronel Jodo Sa e 56 (16,61%) a Paripiranga.

Destes suinos nos quais se pesquisou a presenca ou auséncia de anticorpos anti-
leptospiras frente a 19 antigenos pela SAM, obteve-se 250 soros reagentes (74,18%) pra
mais de um sorotipo e 87 (25,81%) soros ndo reagentes (Figura 3). Das 250 amostras da
etapa de triagem, todas foram reagentes na etapa de titulacdo. Houve 176 amostras de
machos e 74 de fémeas. Deste mesmo total, 100 (40%) eram da raca Duroc, 100 (40%)
Landrace e 50 (20%) mesticos. No que diz respeito a origem dos animais, 50 (20%)
provieram da cidade de Adustina, 50 (20%) de Antas, 50 (20%) de Cicero Dantas, 50
(20%) de Paripiranga e 50 (20%) de Coronel Jodo S, pertencentes ao estado da Bahia.
Os animais amostrados em suas localidades possuiam faixa etaria de 145 dias de vida e
foram mantidos em regime de criacdo semi-confinado. Durante o periodo de coleta foi

relatado casos de natimortalidade e abortos.

Observou-se que houve uma variagdo para 0s 19 sorogrupos testados,
demonstrando reacdo ao teste SAM. O sorovar Icterohaemorrhagiae 59 (23,6%),
Copenhageni 48 (19,2%), Canicola 33 (13,2%). Por outro lado, os sorovares Wolffi 3
(1,2%) e Hebdomadis 3 (1,2%) foram os que apresentaram menor rea¢cdo. Animais que
ndo apresentaram aglutinacdo mediante a apresentacdo de titulo de 1:100 foram

representados pelos animais negativos (NEG) 87 individuos, figura 01.

Figura 1 - Representagdo do teste de triagem realizado com os soros de
suinos pelo teste da SAM em Contraste de Fase distribuida por 19 sorovares
de Leptospira.
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No que se refere a representacdo de diluicGes maximas em titulacdo, foi
observado que trés amostras soro-aglutinaram em titulos de 1:200, 9 em 1:400, 57 em
1:800, 161 em 1:1600 e 130 para 1:3200. Os sorovares Gryppotyphosa (51), Pomona
(32) e Patoc (30) foram prevalentes nessas diluicdes. Em titulos de diluicdo na
proporcdo de 1:200, o sorovar mais elevado foi Hebdomadis com dois soros
aglutinantes, enquanto na dilugdo 1:400 o sorovar Wolffi (2) obteve maiores proporgdes.
Para diluigdes de 1:800 o sorovar Patoc com oito amostras e 20 na diluigdo 1:1600 foi o
mais preponderante entre as amostras soroaglutinadas e o sorovar Javanica (1) o mais
inferior. O sorovar Gryppotyphosa na diluicdo de 1:3200 foi 0 mais o que obteve 0
maior numero de amostras aglutinadas e o sorovar Tarassovi (1) 0 menor para esta

diluicdo como observado na Figura 2.

Figura 2 — Representacdo do teste de titulacdo realizado com os soros de suinos pelo
teste da SAM em contraste de fase distribuida por 19 sorovares de Leptospira.
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A estrutura do rebanho conferida através de analise de clusters ascendente
resultou numa estrutura muito similar que nao se fez capaz de diferenciar os rebanhos

estudados.

Critérios utilizados quanto convivéncia com susceptiveis de outros
estabelecimentos pela ADAB conferiram que ndo houve significancia representativa
entre os rebanhos analisados, obtendo 0,66% de animais que tiveram contato com
animais de outros estabelecimentos e 0,58% de animais que ndo tiveram contato.
Quanto a convivéncia/contato com animais silvestres se obteve um percentual de 0,48%
de animais que nao possuem convivéncia/contato e 0,74% dos que possuem. Em relacéo
ao transito dos animais nos ultimos 60 dias, detectou que 0,66% néo realizaram este
transporte e 0,58% realizaram. Quanto a esses parametros foi observado que nao existe

correlagéo significativa como demonstrado na figura 3 abaixo.

Figura 3 - Estimativa da probabilidade de positividade para L. interrogans em funcao da
convivéncia com suscetiveis de outros estabelecimentos, convivéncia/contato com

animais silvestres e transito nos dltimos 60 dias na criacdo dos suinos via GLM logit
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Estimativas da probabilidade de positividade para L. interrogans em funcéo da
raca dos suinos via GLM logit, demonstraram que houve diferenga quanto positividade,
sendo mais signicativa em animais mesticos, seguidos da raca Duroc e posteriormente
da raca Landrace. Numa mesma analise realizada referida ao sexo dos rebanhos
analisados conferiram que ndo houve diferenca expressiva neste parametro sendo
expresso por um percentual de 22% de positividade para fémeas e 27% para machos

conforme demonstra a figura 4 abaixo.
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Figura 4 - Estimativa da probabilidade de positividade para L. interrogans em fungdo do

sexo e raca dos suinos via GLM logit
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No que se refere ao critério de risco utilizado para sele¢do do estabelecimento
pela ADAB quanto ao sistema de criagdo, observou que também ndo houve diferenca
significativa entre diferentes sistemas a exemplo dos de localizagdo em Areas
periurbanas ou comunidades carentes (A); dos que realizam fornecimento de residuos
alimentares (lavagem) aos suinos (B) e dos que se localizam em &reas de assentamentos

rurais ou reservas indigenas (C), demonstrado na figura 5 a seguir.

Figura 5 - Estimativas da probabilidade de positividade para L. interrogans em

funcdo do sistema de criagdo dos suinos via GLM logit
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Resultados da vistoria geral do rebanho e exame clinico dos animais amostrados
demonstraram que ndo houve diferenca significativa quanto positividade quando
relacionadas pardmetros como: animais sem alteragBes clinicas (SAC); animais
confinados em ambientes de pouca higiene (AOCP); criagdo extensiva/ animais em bom
estado nutricional sem apresentar alteragdes clinicas (SAC EXT); ponto de risco

sanitario/ criacdo comunitaria (PRS) como demonstrado na figura 6 a seguir:

Figura 6 - Estimativa da probabilidade de positividade para L. interrogans em funcdo da
vistoria técnica dos suinos via GLM logit
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4. DISCUSSAO

Na titulagdo de 1:200 observou-se que um numero reduzido de sorovares
responderam a esta diluicdo, porem o0s Unicas amostras que responderam foram
hebdomadis e wolffi respectivamente. Sugere-se que isso se atribui ao fato desses
animais apresentarem uma exposi¢do prévia ao antigeno ou estes foram vacinados.
Como justificado por Faine et al. (1999) muitos animais em fase cronica de infeccao
provavelmente ja ndo mais apresentam titulos de anticorpos em niveis satisfatorios para

deteccdo pela técnica de soroaglutinagdo microscépica.

Houve um numero reduzido de amostras que apresentaram aglutinacdo para a
diluicdo de 1:400, porem maior que 1:200, demonstrando que ja apresentam um certo
potencial de transmissibilidade entre estes individuos principalmente os criados sob
grandes densidades. Em outras palavras isso significa dizer que os animais reagentes a
este titulo possuem maior soropositividade ou exposicdo evidente ao agente infeccioso
sendo parametros como densidade e sexo um importante fator disseminatério como
afirmado por Soto et al. (2007) que quanto maior a densidade de animais por unidade de
area, maior o risco de exposicao por contato direto com a fonte comum e um pequeno
numero de animais portadores em um ambiente favoravel pode contaminar rapidamente

todo o meio compartilhado.

Em diluicBes de 1:800 os individuos apresentaram altos niveis de exposi¢do
nessas criagOes, ressaltando a importancia que isso representa quando a populacéo
estudada € composta principalmente por suinos reprodutores. Animais que
manifestaram soro-aglutinacdo para esta diluicdo ja sdo considerados infectados e a
transmissdo da leptospirose pode ocorrer por meio do sémen. Acredita-se que estes
individuos apresentem sintomatologia evidente ao agente causal da doenca destacando-
se falhas reprodutivas em fémeas como uma das principais razdes de descarte e quedas
nos indices produtivos (BEURON & BRITO, 2016).

Os animais reagentes a niveis de diluicdo 1:1600 foram os mais prevalentes
(161) quando comparados as demais diluicdes. Isso pode ser explicado pelo fato destes
animais apresentarem exposicdo ao agente em alguma fase da vida, e néo
necessariamente ter desenvolvido sintomatologia evidente da Leptospirose,
corroborando com Campos et al. (2011) onde consideraram infectantes aquelas

amostras soropositivas que aglutinaram a dois ou mais sorovares e apresentaram
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elevados titulos. Desta forma sugere-se que estes animais possuem anticorpos contra
Leptospirose e podem ter sido infectados recentemente mais ndo desenvolveram a

doenca de forma clinica.

Em titulos mais diluidos 1:3200 houveram um numero consideravelmente
elevado (130), ocupando o segundo lugar quando relacionado as outras quatro diluigdes.
Desta forma acredita-se que individuos reativos a este nivel de titulacdo apresentem
sintomatologia evidente ao agente causal da doenca destacando-se falhas reprodutivas
em fémeas como uma das principais razdes de descarte e quedas nos indices produtivos
(BEURON:; BRITO, 2016).

Em concordancia os autores ainda ressaltaram que é de grande importancia
adotar procedimentos voltados para higiene adequada das instalacdes, saneamento e
orientacdo em saude dos funcionarios como medidas essenciais para a reducdo dos
riscos, uma vez que os trabalhadores possuem contato com sangue, urina e visceras
como figado e rim de suinos estdo sujeitos a se infectarem pela Leptospira spp.
(CARRIO, 2012).

Foi analisado por Favero et al. (2002) a condicdo soroldgica contra Leptospira
spp. em ovinos, bubalinos, cées, caprinos, equinos e suinos em diversos estados
brasileiros. As porcentagens de ocorréncia de anticorpos contra Leptospira spp. e as
sorovariedades mais frequentes na espécie suina foi 24,46%, Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagiae em MG, Pomona no RS, Pomona e em PE e RJ, Autumnalis no
CE e Icterohaemorrhagiae em GO, PR, SC e SP, 23,6%. Na Bahia foi encontrado no
presente trabalho 74,18% soro-reagentes com predominancia para sorovariedade
Icterohaemorrhagiae (23,6%), Copenhageni (19,20%) e Canicola (13,20%).

Todas as amostras analisadas reagiram a mais de um titulo e concomitantemente
a mais de um sorovar, demonstrando que had uma maior predisposicdo dos animais a
contrairem a doenca. Os resultados encontrados pelo presente trabalho sdo de grande
importancia principalmente para a cadeia produtiva de suinos, visto que a leptospirose
nesses animais constitui uma causa importante de deficiéncias reprodutivas que
culminam em prejuizos econdmicos para os setores produtivos (WILSON; SWAI,
2014).

Medidas preventivas globais superficiais ou mal planejadas podem ser

ineficientes no controle da doenga, uma vez que a ocorréncia da infeccdo em uma granja
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pode estar associada a caracteristicas regionais principalmente climaticas. O uso de
antimicrobianos no controle da infec¢do deve ser feito sob cautela e receber atencéo
especial em virtude de que residuos dessas drogas s@o encontrados nos produtos finais
destinados ao consumo humano (FIGUEIREDO et al., 2013).

Foi encontrado um nimero expressivo de reagentes a SAM, visto que a resposta
imune persiste em determinado tempo que as bactérias foram eliminadas do organismo
(MIRAGLIA et al., 2008). Algumas conclusdes importantes podem ser extraidas deste
artigo quanto a titulacdo nas dilui¢cdes 1:1600 e 1:3200, em que houveram um numero
relevante de animais que apresentaram reacdo de soro-aglutinagdo, tendo em vista que
estes animais podem ser possiveis transmissores da doenca aos humanos tanto para o
consumidor guanto para o responsavel pela manipulacdo do animal ao abate (VIANA et
al., 2014).
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5. CONCLUSAO

e Foi observada pelo presente levantamento uma soroaglutinacdo das
amostras aos 19 antigenos testados com maior positividade para as
diluigdes 1: 1600 e 1: 3200.

e Das cinco cidades estudadas foi demostrado pelo presente levantamento
exposicdo dos animais aos diferentes sorogrupos com uma tendéncia a
categoria de reprodutores.

¢ O maior numero de amostras para a titulacdo de 1:3200 demonstraram
que os animais advindos destas regides necessitam de maiores atencdes
quanto as falhas reprodutivas e quedas nos indices produtivos.

e A positividade no soro dos suinos para L. interrogans estimada via
Modelos Lineares Generalizados - GLM (Generalized Linear Models)
apresentou estimativas com valores significantes em parametros

relacionados a raca deste animais
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