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SITUACAO DA LEPTOSPIROSE EM BOVINOS DESTINADOS AO ABATE NO TRIANGULO
MINEIRO: SOROLOGIA, ISOLAMENTO E EPIDEMIOLOGIA

RESUMO - O primeiro capitulo foi denominado “Consideragdes Gerais”, no qual foi realizada uma breve
revisdo de literatura sobre o que foi abordado no trabalho. No segundo capitulo, objetivou-se identificar a
frequéncia de anticorpos anti-Leptospira e avaliar os aspectos epidemioldgicos da leptospirose bovina nos
rebanhos do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba. Foram coletadas, em frigorificos, 372 amostras de soro
sanguineo de bovinos machos e fémeas provenientes de 15 propriedades localizadas em 12 diferentes
municipios da regido do Tridangulo Mineiro e Alto Paranaiba. As amostras foram submetidas ao teste de
Soroaglutinagdo microscopica (MAT), utilizando-se 16 sorogrupos com 23 sorovariedades de Leptospira
spp.. Dentre as amostras avaliadas, 267/372 (71,8%) foram reagentes a titulos > 100, principalmente para os
so sorogrupos Sejroe, Tarassovi ¢ Hebdomadis. No MAT de titulagdo, verificou-se que 178/267 (66,7%)
amostras reagentes apresentaram maior frequéncia de titulos > 200 para os sorogrupos Tarassovi (99/267 —
37,1%), Sejroe (43/267 — 16,1%), Hebdomadis (15/267 — 5,6%). Dentre os sorovares presentes em altos
titulos por sorogrupo mais frequente, o Guaricura e o Hebdomadis, ndo sdo encontrados nas vacinas
comercializadas no Brasil, enquanto o Tarassovi ¢ encontrado em apenas duas marcas comercias. Acredita-se
que estes sorovares podem estar sendo transmitidos entre os bovinos ou por outras espécies domésticas e
silvestres por meio da contaminagdo do ambiente com urina de animais infectados. Desta forma, conclui-se
que a leptospirose no Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, estd presente em alta frequéncia em bovinos,
sendo causada por sorogrupos nao especificos ou que ndo estdo presentes nas vacinas nacionais, necessitando
de medidas de controle mais efetivas. No terceiro capitulo, realizou-se o isolamento, a caracterizacao
sorologica e molecular de uma estirpe de Leptospira da urina de um bovino macho destinado ao abate sem
alteracOes no exame ante-mortem. A estirpe isolada foi denominada UFUO02, sendo o primeiro relato de
isolamento de Leptospira kirschneri sorogrupo Grippotyphosa em bovinos no estado de Minas Gerais,
Brasil. O sorogrupo identificado ¢ mais frequentemente encontrado em espécies silvestres, destacando a
importancia dos isolamentos para conhecer os aspectos epidemioldgicos da doenga e estabelecer métodos
profilaticos mais eficientes, impedindo a transmissdo da doenga para animais domésticos e seres humanos.
No quarto capitulo, objetivou-se avaliar a reatividade ao MAT de 372 amostras de soro sanguineo do
Triangulo Mineiro ¢ Alto Paranaiba, com e sem a adic¢do da estirpe UFU02 no painel de antigenos de estirpes
de referéncia. No teste empregando-se apenas estirpes de referéncia (MAT ggr), 187/372 (50,26%) foram
reagentes para pelo menos uma das estirpes testadas, enquanto que no teste com o emprego estirpe isolada
(MAT grgpas0), 196/372 (52,68%) foram reagentes para pelo menos uma das estirpes de referéncia e de
isolado local testados, ndo havendo coaglutinagdes para um mesmo sorogrupo entre estirpe local e de
referéncia. Concluindo-se que a inclusdo da estirpe local do sorogrupo Grippotyphosa no MAT revelou um
aumento ndo significativo de 2,4% (p > 0,05) do numero de bovinos identificados como sororeativos,
necessitando da inclusdo de mais estirpes de isolados locais no painel de antigenos do MAT. No quinto

capitulo, estdo as “consideragdes finais” sobre tese, incluindo as conclusdes relativas a todos os capitulos.

Palavras-chave: Aspectos epidemiologicos. Leptospira. Grippotyphosa.



SITUATION OF LEPTOSPIROSIS IN CATTLE DESTINED TO SLAUGHTER IN TRIANGULO
MINEIRO: SOROLOGY, ISOLATION AND EPIDEMIOLOGY

ABSTRACT - The first chapter was called "General Considerations", in which have a brief review of the
literature about what was covered in the thesis. In the second chapter, the objective was to identify the
frequency of anti-Leptospira antibodies and to evaluate the epidemiological aspects of bovine leptospirosis
in the herds of the Tridngulo Mineiro and Alto Paranaiba areas. A total of 372 blood serum samples were
collected from male and female cattle from 15 farms located in 12 different municipalities in the Triangulo
Mineiro and Alto Paranaiba. Samples were submitted to the microscopic Soroagglutination (MAT) test,
using 16 serogroups with 23 serovars of Leptospira spp .. Among the samples evaluated, 267/372 (71.8%)
were reagents at titre > 100, mainly for are the serogroups Sejroe, Tarassovi and Hebdomadis. In the titration
MAT, 178/267 (66.7%) reactant samples had a higher frequency of titers > 200 for the serogroups Tarassovi
(99/267 - 37.1%), Sejroe (43/267-16, 1%), Hebdomadis (15/267 - 5.6%). Among the serovars present in high
titres by the most frequent serogroup, Guaricura and Hebdomadis, are not found in vaccines marketed in
Brazil, while Tarassovi is found in only two commercial brands. It is believed that these serovars may be
transmitted between cattle or other domestic and wild species by environment contamination with urine from
infected animals. Thus, it is concluded that leptospirosis in the Triangulo Mineiro and Alto Paranaiba, is
present in high frequency in cattle, being caused by non-specific serogroups or that are not present in the
national vaccines, necessitating more effective control measures. In the third chapter, the isolation and
serological and molecular characterization were performed of a strain of Lepfospira from the urine of a male
bovine destined to slaughter without changes in ante-mortem examination was carried out. The isolated
strain was designated UFUO2, being the first report of isolation of Leptospira kirschneri serogrupo
Grippotyphosa in cattle in the state of Minas Gerais, Brazil. The identified serogroup is most frequently
found in wild species, highlighting the importance of isolates to know the epidemiological aspects of the
disease and to establish more efficient prophylactic methods, preventing the transmission of the disease to
domestic animals and humans. In the fourth chapter, the objective was to evaluate the reactivity to the MAT
of 372 blood serum samples from the Tridngulo Mineiro and Alto Paranaiba, with and without the addition
of strain UFUO2 in the panel of antigens of reference strains. In the test using only reference strains
(MATgRgr), 187/372 (50.26%) were reagents for at least one of the strains tested, whereas in the test with the
isolated strain (MAT grgr+1s0), 196 / 372 (52.68%) were reactants for at least one of the reference strains and
local isolates tested, there being no coagglutination for the same serogroup between local and reference
strain. It was concluded that the inclusion of the local strain of the Grippotyphosa serogroup in the MAT
revealed a non-significant increase of 2.4% (p> 0.05) in the number of cattle identified as seroreactive,
requiring the inclusion of additional strains of local isolates in the panel of MAT antigens. In the fifth chapter

are the "final considerations" on thesis, including the conclusions for all chapters.

Keywords: Epidemiological aspects. Leptospira. Grippotyphosa.
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CAPITULO I - CONSIDERAC()ES GERAIS
1.1 Bovinocultura no Brasil e no estado de Minas Gerais

O Brasil ¢ considerado atualmente, um dos principais paises na producao e comércio de
carne bovina no mundo, devido a um processo estruturado de desenvolvimento, que alavancou a sua
produtividade, bem como a qualidade do produto brasileiro, tornando-o mais competitivo e com
maior abrangéncia de mercado (GOMES; FEIJO; CHIARI, 2017).

O efetivo do rebanho bovino brasileiro, em 2016, foi de 218,23 milhdes de cabecas,
posicionando o Brasil como o segundo maior rebanho bovino, sendo responsavel por 22,2% do
rebanho mundial, atras apenas da India; o segundo maior produtor (16,3% da produgio mundial); o
segundo maior consumidor (35,8 kg/habitante/ano); e o segundo maior exportador
(aproximadamente 1,9 milhoes toneladas equivalente carcaga) de carne bovina do mundo, tendo
abatido mais de 39 milhdes de cabegas (BRASIL, 2016; ABIEC, 2017; GOMES; FEIJO; CHIARI,
2017).

Em Minas Gerais, o efetivo do rebanho bovino nacional foi de 23,56 milhdes de cabecas,
apresentando um aumento de 10,8% em relacdo ao ano de 2015, sendo considerado o quinto estado
que mais abate bovinos no Brasil, representando 9,4% dos abates nacionais. A producao brasileira
de leite em 2016 foi de 33,62 bilhdes de litros, com um aumento de 2,9% em relacdo ao ano
anterior, colocando-se em quinto lugar no ranking de producdo mundial. Minas Gerais continua
sendo o maior produtor, com 8,97 bilhdes de litros ou 26,7% da produgdo nacional (BRASIL,

2016).

1.2 Agente etiologico: Leptospira spp.

Leptospiras sdo bactérias que pertencem a familia Leptospiraceae e ordem Spirochaetales,
possuem forma de espiral (Figura 1), e sio moveis, aerdbicas e cultivaveis a uma temperatura 6tima
de crescimento de 28-30°C, que medem cerca de 6 a 25 um de comprimento por 0,1 a 0,2 um de
diametro, as quais podem ser vistas em microscopio de campo escuro (FAINE et al., 1999; ACHA;
SZYFRES, 2001; BHARTI et al., 2003).

A maioria das espécies de mamiferos sdo portadores naturais da Leptospira, incluindo como
importantes fontes de infeccdo os animais silvestres, animais domésticos de producdo e de
estimagdo, portanto o risco em contrair a leptospirose estd associado ao contato com ou entre essas
espécies animais. Por esse motivo, a leptospirose ¢ considerada uma doenca ocupacional
importante, representando um grande problema de saude publica, principalmente para agricultores,

trabalhadores de matadouros frigorificos, comerciantes de animais de estimacgdo, veterinarios,
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coletores de roedores e esgoto (LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003; ADLER; MOCTEAZUMA,
2010; HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011;).

Figura 1. Micrografia eletronica da Leptospira interrogans estirpe MGA isolada em 1915 na
Bélgica. (Fonte: Public Health Image Library at the Centers for Disease Control and Prevention;
content provider CDC/NCID/Rob Weyant, in CAMERON, 2015).

A leptospirose ¢ uma doenca transmitida pela urina de animais infectados, sendo
considerada contagiosa, desde que a bactéria causadora da doenca permaneca em ambientes
umidos. As leptospiras patogénicas podem sobreviver longos periodos na agua dependendo da
temperatura, da salinidade, do pH e da contaminagdo. Sdo bactérias sensiveis ao pH 4cido abaixo de
6,8, sobrevivendo apenas em locais com pH alcalino (7,8-7,9) (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001;
BHARTI et al., 2003; MIRAGLIA et al., 2013).

Os tipos de habitats mais escolhidos pelas leptospiras sdo margens de rios, valas, cachoeiras
e areas lamacentas de criagdo do gado, onde hd uma passagem regular de animais silvestres ou
mamiferos de producdo pecuaria (MIRAGLIA et al., 2013).

Por muitos anos a classificagdo das leptospiras baseou-se em sorogrupos e sorovares, atraveés
de determinantes antigénicos, sendo subdivididas em L. interrogans (patogénicas) e L. biflexa
(saprofitas) (FAINE et al., 1999; PAES, 2016). A partir de 2010, também foi aceita a classificacao
de Adler e Moctezuma, e juntamente com estudos de outros pesquisadores, atualmente, as espécies
de Leptospira reconhecidas, ndo se restringem apenas as duas espécies classificadas anteriormente
(L. interrogans e L. biflexa), sendo divididas em 23 genomoespécies com mais de 300 sorovares

divididas em 28 sorogrupos, classificadas como 10 espécies pertencentes ao grupo das leptospiras
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patogénicas (Leptospira alexanderi, Leptospira weilii, Leptospira borgpetersenii, Leptospira
santarosai, Leptospira kmetyi, Leptospira alstonii, Leptospira interrogans, Leptospira kirschneri,
Leptospira noguchii e Leptospira mayottensis); seis espécies pertencentes ao grupo das leptospiras
intermedidrias (Leptospira licerasiae, Leptospira wolffii, Leptospira fainei, Leptospira inadai,
Leptospira broomii e Leptospira venezuelensis); e sete pertencentes ao grupo das leptospiras ndo-
patogénicas ou saprofitas (Leptospira idonii, Leptospira vanthielii, Leptospira biflexa, Leptospira
wolbachii, Leptospira terpstrae, Leptospira meyeri e Leptospira yanagawae), conforme Figura 2.

(ADLER; MOCTEZUMA, 2010; PUCHE et al., 2018).

Figura 2 - Espécies de Leptospira de acordo com a analise molecular filogenética (Fonte: PUCHE
et al., 2018 — com adaptagdes). Legenda: Grupos filogenéticos 1 (leptospiras patogénicas), II

(leptospiras intermediarias) e III (leptospiras saprofitas).
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A estrutura da Leptospira ¢ muito similar a das bactérias Gram-negativas, apresentando uma
membrana externa, na qual o lipopolisacarideo (LPS) estd embutido na parte externa, uma
membrana interna € um espago periplasmico interponente contendo peptidoglicano (CAMERON,
2015).

A classificacdo taxonOmica das leptospiras ¢ baseada em determinantes antigénicos e
determinantes genéticos. A classificacdo por determinantes antigénicos baseia-se em testes
soroldgicos e a diferenciagdo entre os sorovares ¢ determinada pela heterogeneidade da estrutura
dos carboidratos do lipopolissacarideo (LPS), os sorovares classificados antigenicamente por esse
método sdo agrupados em sorogrupos (ADLER, 2015, LEVETT, 2015).

O que permite a diversificagdo antigénica das estirpes de leptospira ¢ a variacdo dos
carboidratos da cadeia lateral do lipopolissacarideo (LPS) de membrana externa, onde esta
concentrado grande parte dos seus fatores de viruléncia (EVANGELISTA; COBURN, 2010).

A membrana externa da Leptospira também ¢ composta por lipoproteinas e proteinas
transmembranares (CAMERON, 2015). O perfil proteico da membrana externa da Leptospira ¢é
relativamente complexo, tendo uma maior abundancia de lipoproteina /ipL32 (HAAKE et al.,
2000). A predominancia da /ipL32 combinado com um alto grau de conservagdo em leptospiras
patogénicas ¢ intermedidrias, e auséncia em leptospiras saprofiticas, demonstrada na expressao in
vivo, torna esta proteina um provavel fator de viruléncia (MURRAY, 2013).

As espécies saprofitas sdo mais resistentes ao ambiente do que espécies patogénicas, pois
podem sobreviver em temperturas igual a maiores que 10°C, e apresentar um maior crescimento
entre as temperaturas de 28 a 30°C. Essas bactérias, no solo e na agua, além de suportarem maiores
variacoes de temperaturas, também suportam variagdes de nutrientes quando relacionadas as
bactérias patogénicas, uma vez que as bactérias saprofitas possuem as enzimas necessarias para
utilizar acidos graxos de cadeia curta como fonte de energia encontrados no ambiente, em contraste,
as espécies patogénicas dependem da disponibilidade de acidos graxos de cadeia longa encontrados
no hospedeiro mamifero, desta forma, as espécies saprofitas possuem maior capacidade de
sobreviver em diversos ambientes quando com paradas as patogénicas (JOHNSON, HARRIS e
WALBY, 1969; PICARDEAU et al., 2008).

As leptospiras entram nos hospedeiros através de lesdes na pele ou mucosas, e
posteriormente atingem rapidamente a corrente sanguinea e 6rgaos alvos. Quando a infec¢do ocorre
por leptospiras ndo-patogénicas (saprofitas), elas conseguem penetrar e entrar na corrente sanguinea
do hospedeiro, porém sdo rapidamente destruidas e eliminadas. J& as leptospiras patogénicas sao
capazes de se multiplicar na corrente sanguinea e desencadear uma resposta imune especifica no

hospedeiro (FAINE et al., 1999; MERI et al., 2005).
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A capacidade de causar ou ndo doenc¢a no animal se deve a presenca das imunoglobulinas
leptospirais (Lig), que sdo moléculas expostas a superficie das espécies de leptospiras patogénicas,
mas ndo em espécies saprofitas, as quais possuem a capacidade de inativacdo do sistema
complemento, que ¢ a primeira linha de defesa do organismo do hospedeiro contra
microorganismos inavasores. Desta forma, as bactérias saprofitas, ao contrario das leptospiras
patogénicas, ndo possuem a capacidade de escapar da resposta imune inata do hospedeiro através da
inativacao do sistema complemento, sendo eliminada da corrente sanguinea imediatamente logo
apos a sua entrada (CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012; CHOY, 2012; CASTIBLANCO-
VALENCIA et al., 2016).

As leptospiras patogénicas possuem estratégias de invasdo, dissemina¢do e permanéncia no
hospedeiro. Isto se deve a capacidade que estas bactérias possuem de aderéncia a células
(fibroblastos, células endoteliais, monécitos e macrofagos) e a proteinas da matriz extracelular
(colageno tipo Ie IV, laminina, fibronectina, elastina), além da capacidade de se proteger dos
mecanismos de defesa inata do hospedeiro, sobrevivendo na circulagdo sanguinea devido a
habilidade de inativar o sistema complemento, que representa a primeira linha de defesa imune do
organismo do hospedeiro contra bactérias invasoras (MIRAGAIA, 2016). Além disso, bactérias
patogé€nicas também possuem uma proteina (hemolisina) capaz de romper a membrana de
hemacias, provocando a lise celular e liberando grandes quantidades de ferro indispenséaveis para
sobrevivéncia de algumas estirpes de Leptospira patogénica (WANDERSMAN et al., 2000).

O aparecimento das espécies intermedidrias e patogénicas foi associado a eventos de
aquisicdo génica, representado por uma expansao gendomica quando comparado a estirpes saprofitas
e a variagdo génica relacionada a diversidade de espécies patogénicas estudadas (MORENO, 2017).

Quando comparadas as espécies patogénicas e intermedidrias, analises bioquimicas
comparativas entre o LPS dessas bactérias apontam que a leptospira patogénica apresentam
carboidratos (fucose) e lipideos diferenciais (hidroxipalmitato), além de uma maior complexidade e
peso molecular (PATRA et al., 2015).

Leptospiras intermediarias ja foram isoladas de animais e humanos e podem causar uma
variedade de manifestagdes clinicas brandas (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). Porém estas
espécies ja foram associadas a casos fatais da infeccdo em humanos na india, destacando-se os
roedores como hospedeiros principais (GANGADHAR et al., 2000; GANGADHAR et al., 2008).

Além disso, Ghiriboga et al. (2015) detectaram no Equador, o DNA da espécie L. inadai
(intermedidria) em paciente com sintoma febril, e também em outras espécies animais, como suinos,
caes, bovinos e roedores da mesma provincia; e Moreno et al. (2018) também indentificaram esta

espécie de Leptospira pertencente ao sorogrupo Lyme em roedores, a qual demonstrou alta
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semelhanca com a estirpe M34/99 relacionada com casos em humanos que ndo apresentam risco de

doenca severa.

1.3 Leptospirose Bovina: Etiologia, Transmissdo, Patogenia e Controle.

A leptospirose ¢ uma importante doenga zoonoética que afeta animais domésticos, silvestres e
humanos, sendo disseminada no ambiente principalmente através da dgua contaminada com urina
eliminada de animais infectados (reservatorios) (NDENGU et al., 2017).

E uma doenca de distribuicdo mundial, considerada endémica no Brasil, ocorrendo
principalmente em paises com climas tropicais ou subtropicais, onde a umidade e as elevadas
temperaturas favorecem a sobrevivéncia da bactéria no ambiente (ADLER; MOCTEZUMA, 2010;
FAVERO et al., 2017).

No ambiente, a persisténcia desta bactéria e seu elevado potencial de infec¢do, podem ser
causados por diversos fatores, como a diversidade de sorovares ¢ de espécies hospedeiras que
podem albergé-los, a sobrevivéncia da Lepfospira no ambiente sem parasitismo (através do elevado
grau de umidade, prote¢do contra raios solares, temperaturas adequadas em torno de 20°C e pH
neutro ou levemente alcalino em torno de 7,2 a 7,4), vale destacar, entretanto, que as leptospiras
patogénicas ndo se multiplicam fora dos hospedeiros (VASCONCELLOS, 1993).

As leptospiras penetram nos hospedeiros através das mucosas ou pele lesada, ocorrendo
disseminag¢do hematogénica, caracterizando um quadro agudo septicémico (leptospiremia) e, em
seguida, localizam-se principalmente no figado e nos rins. Leptospiras patogénicas, ao colonizarem
0s rins, contaminam o meio ambiente através da sua eliminag¢do na urina, criando uma fonte de
novas infecgdes, como ¢ o caso de hospedeiros de manutencdo cronicamente infectados que
eliminam bactérias vidveis que podem ser transmitidas por contato direto com fluidos corporais
infectados ou por exposicdo a d4gua contaminada com urina; e de hospedeiros com infec¢des agudas,
nos quais praticamente todos os oOrgdos podem ser infectados pela bactéria, localizando-se
principalmente nos rins e bexiga, disseminando-se durante a mic¢do para o ambiente, ficando
exposta a novos hospedeiros, podendo infecta-los. (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001; ADLER;
DE LA PENA, 2010).

Apo6s o desaparecimento completo da bactéria da circulacdo sanguinea e sua instalagdo em
orgados dos animais, constitui-se a fase imune, que ¢ caracterizada pelo surgimento de anticorpos
(LEVETT, 2001; MARINHO et al., 2003). Em animais sobreviventes a fase aguda, as leptospiras
persistem em sitios imunologicamente protegidos, como os tibulos renais proximais, cdmara

anterior do olho e trato genital (SULLIVAN, 1974).
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A leptospiruria tem inicio de sete a 10 dias ap6s da evolugdo da doenca, onde nesta fase,
ocorre a eliminagdo de enormes quantidades de leptospiras para o meio externo, principalmente nos
primeiros meses de infecgcdo, depois a eliminacdo diminui e cessa como um todo (ACHA;
SZYFRES, 2001). A ocorréncia da Leptospira ¢ a duragdo da sua eliminacdo na urina sao
dependentes da relagdo sorovar-hospedeiro (SUBHARAT et al., 2011; FORNAZARI et al., 2012).

A leptospirose bovina geralmente ¢ resultante da infeccdo por diversos tipos de sorovares,
sendo os bovinos, hospedeiros do Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo, além de atuarem como
reservatorios de outras espécies de Leptospira, como L. kirschneri e L. interrogans (ELLIS, 2015;
WILSON-WELDER et al., 2016).

A infeccdo em bovinos ¢ causada por dois grupos de estirpes de leptospiras. O primeiro
grupo ¢ formado por estirpes que geralmente causam infec¢des cronicas nos bovinos, sendo menos
dependentes das condi¢gdes ambientais, adaptadas ao hospedeiro afetado e transportadas por ele, tais
como os sorovares Guaricura (L. santarosai), que ocorre nas Américas, ¢ Hardjo, o qual apresenta
distribuicdo mundial e duas estirpes diferentes geneticamente reconhecidas (L. interrogans sorovar
tipo Hardjoprajitno e L. borgpetersenii sorovar tipo Hardjobovis); os quais sdo pertencentes ao
sorogrupo Sejroe e adaptadas aos bovinos, tornando mais comum a transmissdo direta entre animais
desta espécie do que a transmissdo indireta através da contaminagdo ambiental. O segundo grupo
consiste em estirpes mais dependentes de praticas de gestdo precarias e condigdes ambientais,
relacionadas a uma maior transmissibilidade devido a presenca de outras espécies hospedeiras e
principalmente precipitacdo e acumula¢do de agua superficial, causando infec¢des incidentais
ligada a uma sindrome de leptospirose aguda e grave que geralmente ocorre em surtos, € sao
transportadas por animais silvestres de vida livre ou domésticos (de outras espécies), levando-os a
excregdo renal transitoria de estirpes caracterizadas como sorovares Pomona e Icterohaemorrhagiae,
(ELLIS, 2015; CORREIA; LOUREIRO; LILENBAUM., 2017; MARTINS; LILENBAUM, 2017).

Hospedeiros reservatdrios, cronicamente infectados, geralmente sdo assintomaticos com
eliminacdo intermitente da Lepfospira na urina (leptospirtria), podendo infectar outros animais,
incluindo humanos (WILSON-WELDER et al., 2016).

Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo (Hardjobovis, HB) ¢ uma estirpe comum em nivel
mundial para bovinos, os quais sdo hospedeiros de manutengdo deste sorovar, mas Leptospira
interrogans sorovar Hardjo (Hardjoprajitno, HP) também ocorre em bovinos em algumas partes do
mundo, sendo que ambos sorovares t€ém capacidade de colonizacao e persisténcia no trato genital de
vacas e touros infectados, mostrando que disseminacdo venérea pode ser considerada um fator de
transmissao da doenca (ELLIS, 2015).

Evidéncias soroepidemioldgicas mostraram que o sorovar Hardjo, pertencente a espécie L.

borgpetersenii e ao sorogrupo Sejroe, foi predominante em bovinos no Chile em uma frequéncia de
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81%, sendo que 40 % desses animais apresentaram titulos acima de 400, mostrando que este
sorovar pertencente ao sorogrupo Sejroe ¢ adaptado ao bovino e que altos titulos sdo esperados apos
infecgdes ativas (SALGADO et al., 2014).

No Brasil, Favero et al. (2017) associaram o sorogrupo Sejroe (L. interrogans sorovar
Hardjoprajitno), mais frequente no teste soroldgico, como o principal causador de problemas
reprodutivos no gado leiteiro no estado de Santa Catarina, além disso, este sorovar ja foi isolado no
Brasil por Cosate et al. (2012), estirpe Norma, e Director et al. (2014), estirpe 2012 OV5. Enquanto
que Chideroli et al. (2016), relataram o primeiro isolamento de duas estirpes pertencentes ao
sorovar Hardjobovis (Leptospira borgpetersenii sorogrupo Sejroe) em amostras de urina de vacas
naturalmente infectadas com historico de falhas reprodutivas (abortos e infertilidade), provenientes
de pequenos rebanhos leiteiros do estado do Parana.

Além do sorovar Hardjo (sorogrupo Sejroe) ser responsavel pela doenca cronica e subclinica
em bovinos associada a problemas reprodutivos, outros sorovares foram relatados causando
infecgdes incidentais em bovinos em algumas partes do mundo, tais como aqueles pertencentes aos
sorogrupos Canicola, Hebdomadis, Sejroe, Pyrogenes, Autumnalis, Australis, Javanica, Tarassovi,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona; sendo que os bovinos infectados com esses trés
ultimos sorogrupos, geralmente apresentam quadro agudo, com manifesta¢des clinicas aparentes
(VARGES, 2009, ELLIS, 2015).

Em bovinos, a leptospirose se manifesta nas formas aguda e cronica. Em animais adultos a
forma aguda esté relacionada com febre e mastite focal; nos bezerros, pode ocorrer febre, anorexia,
hemoglobinuria, encefalite, processos convulsivos e alta mortalidade (FAINE, 1999; ELLIS, 2015).

Os bovinos geralmente exibem a infecg¢do cronica da leptospirose, mais comum em animais
adultos, tendo maior evidéncia em fémeas, com poucos sinais clinicos externos, além das falhas
reprodutivas. Desta forma, a doenca foi estabelecida em bovinos, como uma das doengas
infecciosas mais importantes, sendo bem conhecida como causa de desordens reprodutivas severas,
tais como abortos, natimortos, nascimento de descendentes fracos e infertilidade, além da
diminui¢do na producao leiteira e nas taxas de crescimento, causando perdas econdomicas mundiais
e em varios estados brasileiros (SALGADO et al., 2014; ELLIS, 2015; FAVERO et al., 2017;
MARTINS; LILENBAUM, 2017).

Sao varios os impactos negativos causados pela leptospirose, principalmente relacionados a
perdas econdmicas, devido aos abortamentos (12 a 68,4%) em rebanhos ndo vacinados, ocorréncia
de natimortos, flacidez de Ubere, diminui¢cdo da producdo lactea, redu¢do da taxa de concepcao e
infertilidade (47%) e elevado custo com o tratamento, levando em consideracdo a alta disseminagao

da doenga as diversas espécies animais de producio (PIRES, 2010; PAIXAO et al., 2016).



20

Ainda ndo foi estimado o custo da apresentacdo silenciosa da doenca, que causa outros
problemas reprodutivos além de abortos, porém alguns estudos sobre perdas econdomicas em surtos
de leptospirose bovina foram realizados na Argentina, por Draghi et al. (2011), que determinaram
prejuizos de US$ 150.000 em relagdo a morte de bezerros, e a vacinagdo e tratamento de 1.300
animais sobreviventes no periodo de um ano; e na Franga, por Ayral (2013), que estimou o custo
anual da leptospirose nos rebanhos bovinos leiteiros em de US$ 97 a 2.611 por vaca abortada
(MARTINS; LILENBAUM, 2017).

Diante das condigdes ambientais tropicais brasileiras favoraveis a sobrevivéncia da bactéria
e a grande diversidade de espécies de animais silvestres que podem estar agindo como
reservatorios, o controle da leptospirose bovina pode ser muito dificil, caro, desafiador e
desanimador, uma vez que para realiza-lo ¢ necessario basear-se nos diversos elos da cadeia de
transmissao da doenga (FAINE et al., 2000, ADLER; MOCTEZUMA, 2010). Vale destacar que a
eficicia das medidas de controle estabelecidas varia de acordo com o sorovar envolvido no
desenvolvimento da doenga em bovinos (MARTINS; LILENBAUM, 2017).

Devido a dificuldade de evitar o contato bovino-bovino, geralmente, o controle das estirpes
adaptadas a essa espécie deve basear-se principalmente em tratamentos de animais doentes com
antibioticoterapia e vacinagao sistematica do rebanho (MUGHINI-GRAS et al., 2014).

Outras medidas que podem auxiliar no controle da doenga em bovinos ¢ a implantacdo de
medidas aplicadas de manejo aos animais e ao ambiente, tais como controle de roedores
sinantropicos (vias de transmissdo); evitar o contato direto e indireto dos bovinos com outras
espécies animais ou com outros bovinos oriundos de locais que possuem historico sanitario
desconhecido, aplicando a quarentena nesses animais, a realizagcdo de exames sorologicos
periodicos; e a utilizagdo de inseminacao artificial (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; HASHIMOTO
et al., 2012).

Mughini-Gras et al. (2014) controlaram surtos de leptospirose em rebanho bovinos
infectados pelo sorovar Hardjo através da vacinagdo e quimioprofilaxia em conjunto dos animais do
rebanho, enquanto Rolim et al. (2012) adotaram medidas sanitarias para reduzir a propagagao da
leptospirose bovina, tais como, fornecimento de 4gua e alimentos limpos, drenagem das areas
alagadigas e higiene das instalagdes e equipamentos.

A vacinagdo, como ja foi destacada, ¢ a medida sanitaria mais importante para o controle da
leptospirose bovina, pois proporciona imunidade humoral nos animais, protegendo-os contra a
manifestagdo dos sinais clinicos da leptospirose e impedindo que a enfermidade seja transmitida
entre os animais e os seres humanos (ARDUINO et al., 2009).

Entretanto, embora a prote¢do heterdloga entre sorovares do mesmo sorogrupo possa

ocorrer, conforme demonstrado nos estudos de Cortese et al. (2014) e Dib et al. (2014), a imunidade
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desenvolvida no animal pela vacinagdo contra leptospirose ainda ¢ referida como sorovariedade
especifica (MARTINS; LILENBAUM, 2017). Desta forma, para garantir a eficiéncia da vacinacao,
deve-se fazer a identificacdo da variante sorologica, uma vez que a imunizagdo protege o animal
apenas contra as sorovariedades homologas ou semelhantes antigenicamente, induzindo o animal a
uma imunidade adquirida por sorovariedade especifica (ARDUINO et al., 2009).

Muitas vacinas comerciais disponiveis no mundo, geralmente sdo compostas por cinco a dez
sorovares de leptospiras inativados, formuladas a partir de estirpes de Leptospira internacionais de
referéncia. Por esse motivo, as vacinas podem nao ser adequadas para a protecao contra infecgoes
causadas por estirpes autoctones (locais), especialmente em regides tropicais, onde as estirpes locais
encontradas, nem sempre estdo disponiveis para desenvolvimento de vacinas ou testes de poténcia
(MARTINS; LILENBAUM, 2017).

Desta forma, segundo Aragjo et al. (2005), uma alternativa mais eficaz para controlar a
leptospirose em bovinos seria o uso de vacinas elaboradas com a sorovariedades especificas
prevalentes na propriedade. Tal fato, foi comprovado por Chiareli et al. (2012), que empregaram em
uma vacina experimental, estirpes isoladas da urina de vacas sorologicamente positivas em uma
determinada propriedade, ¢ verificaram que o uso da vacina com as estirpes isoladas em bovinos da
propria fazenda foi eficaz no controle da leptospirose do rebanho no periodo de dois anos, uma vez

que os resultados soroldgicos revelaram auséncia de animais positivos na ultima prova realizada.

1.4 Leptospirose Bovina: inquéritos sorolégicos no Brasil

No Brasil, a leptospirose ¢ endémica em todas as unidades federativas, de carater sazonal,
tornando-se epidémica, principalmente, em periodo com elevados indices chuvosos, pela ocorréncia
de inundagdes que propiciam a disseminagdo da Leptospira no ambiente, facilitando a existéncia
dos surtos, apresentando um elevado risco a saude publica (FIGUEIREDO et al., 2001; CLAZER et
al., 2015).

Investigagdes sorologicas realizadas no Brasil revelam uma alta frequéncia da leptospirose
bovina em varios estados brasileiros variando de 6,64 a 100%, sendo Maranhao (100%), Mato
Grosso do Sul (70%) e Para (65,5%), os trés estados com casos mais frequentes de leptospirose em
bovino (FIGUEIREDO et al., 2009; CHIEBAO et al., 2015; PAIXAO et al., 2016) . Além disso,
varios sorovares infectando rebanhos bovinos foram detectados, principalmente os pertencentes ao

sorogrupo Sejroe, como destacado no Quadro 1.
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Quadro 1. Frequéncia de aglutininas anti-Leptospira em bovinos no teste de Soroaglutinacdo

microscopica (MAT) em varios estados brasileiros.

_ FREQUENCIA .
REGIAO ESTADO %) SOROGRUPOS MAIS FREQUENTES (%) REFERENCIA
[}
Sejroe (sorovar Hardjoprajtino -21,98); OLIVEIRA et al.,
Pernambuco 47,63
Bratislava (15,73); Castellonis (11,64) 2001
Sejroe (sorovares Hardjoprajtino -14,95 OLIVEIRA et al.,
Bahia 45,42 )
e Wolffi - 3,35); Shermani (4,94) 2009
Nordeste i i
Sejroe (sorovar Hardjo - 58,17); PIMENTA et al.,
Paraiba 61,1
Icterohaemorrhagiae (17,32); Australis (4,58) 2014
Semaranga (sorovar Patoc - 97,0); N
Maranhdo 100,0 PAIXAO et al., 2016
Castellonis (84,0); Sejroe (sorovar Hardjo - 83,0)
Sejroe (sorovares Hardjo - 14,5 e Wollffi - 12,3);
Rondo6nia 52,8 AGUIAR et al., 2006
Shermani (10,8)
Norte
Sejroe (sorovares Hardjo — 63,58 e Wollffi - 3,53); CHIEBAO et al.,
Para 65,5 )
Grippotyphosa (10,41) 2015
) Sejroe (sorovares Wolffi — 14,53 e Hardjo —12,7); MARQUES et al.,
Goias 62,2 )
Grippotyphosa (10,55) 2010
Centro- Goias 18,9 Sejroe (sorovares Hardjo + Wolffi — 46,3) PAIM et al., 2016
Oeste Mato Grosso . . FIGUEIREDO et al.,
70,0 Sejroe (sorovares Hardjo - 65,6 e Wolffi - 12,3)
do Sul 2009
Mato Grosso 62,5 Sejroe (Hardjo - 82,35 e Wollffi - 5,88) FAVERO et al., 2001
Minas Sejroe (sorovares Hardjo - 59,6 e Wollffi - 13,3); )
41,3 FAVERO et al., 2001
Gerais Pomona (5,1)
Minas Sejroe (sorovares Hardjoprajtino — Norma - 23,7, ,
) Nao informado ) o ) ) ARAUJO et al., 2005
Gerais Hardjoprajitino — OMS - 19,7 e Hardjobovis -13,8)
Sejroe (sorovares Hardjo — 46 e
Sdo Paulo 49,4 CASTRO et al., 2008
Wolffi + Hardjo - 21); Shermani (8,9)
Sudeste
Rio de 46.9 Sejroe (Hardjo - 43,8 ¢ Wolffi — 24,7); LILENBAUM;
Janeiro ’ Australis (sorovar Bratislava — 15,2) SOUZA, 2003
Rio de 37 Sejroe (62,3); Javanica (7,8); HAMOND et al.,
Janeiro Icterohaemorrhagiae (6,5) 2015
Espirito 1942 Sejroe (Hardjobovis — 12,42, VIANA; ZANINI;
Santo ’ Hardjoprajitno — 12,42 e Wolffi — 2,42) MOREIRA, 2010
Sejroe (sorovar Hardjo - 55,22); Tarassovi (11,42); HASHIMOTO et al.,
Parana 37,70 )
Grippotyphosa (3,91) 2015
Sul Rio Grande 3875 Sejroe (sorovar Hardjoprajtino - 29,12); HERRMANN et al.,
u >
do Sul Hebdomadis (2,21); Wolffi (1,54) 2012
Santa Pomona (3,2); Sejroe (3,1); ;
6,64 FAVERO et al., 2017
Catarina Icterohaemorrhagiae (0,6)
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Diante dos inquéritos soroldgicos da leptospirose bovina realizados em varios estados
brasileiros presentes no Quadro 1, pode-se afirmar que as diferengas observadas nos resultados
obtidos foram causadas por alguns fatores que influenciam na ocorréncia da doengas, tais como os
reservatorios (domésticos, selvagens e sinantropicos), praticas de manejo adotadas nos rebanhos, os
sorovares no painel de antigenos do teste sorologico, as condi¢des climaticas e ambientais e a
oportunidade de ocorréncia de infecg¢des diretas e indiretas (ELLIS, 1994; ALVES et al., 2000).

A prevaléncia de leptospirose depende do agente disseminador (animal portador), do contato
de individuos suscetiveis ao agente etioldogico da doenca, da contaminagdo e sobrevivéncia da
Leptospira no ambiente, sendo considerados os fatores como umidade, temperatura elevada e ph
levemente alcalino (BRASIL, 2009). A persisténcia de focos da doenca se deve aos animais
infectados, convalescentes e assintomaticos, os quais sao considerados fontes continuas de
contaminagdo ambiental. Diversas espécies animais podem ser hospedeiras da Leptospira, sendo
que cada sorovar desta bactéria tem diferentes niveis de adaptagdo. (BRASIL, 2009).

No estado de Minas Gerais, conforme Quadro 1, poucas pesquisas foram realizadas sobre
levantamentos soroldgicos para averiguar a situagdo da leptospirose bovina, além disso, hd muitos
anos ndo ha atualizacdo dos dados de frequéncia de bovinos sororeagentes a Leptospira spp., bem
como os sorogrupos mais frequentes ocorridos nos rebanhos bovinos do estado.

Em 2013, a leptospirose bovina no Brasil foi considerada uma doenca de notificacdo
obrigatdria mensal pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), porém ainda
¢ pouca a fiscalizacdo de 6rgdos publicos federais ou estaduais de sanidade animal para notificagdao
desta doenga, dificultando o conhecimento das infec¢des por Leptospira spp., bem como da

extensao do contdgio ambiental em nosso pais.

1.5 Leptospirose Bovina: Isolamento de estirpes de Leptospira spp. no Brasil

A identificacdo de sorovares dos isolados clinicos de Leptospira ¢ de extrema importancia
para permitir o diagnostico definitivo, o reconhecimento de novas espécies e sorovares, € O
delineamento da epidemiologia da leptospirose, contribuindo para a deteccdo de mamiferos
transportadores, e consequentemente facilitar o desenvolvimento de métodos profilaticos mais
eficazes direcionados para o controle da leptospirose endémica e epidémica (GALLOWAY,
LEVETT, 2010; MIRAGLIA et al., 2013).

Na maioria dos trabalhos publicados no Brasil, sdo realizados apenas inquéritos soroldgicos
que ndo incluem o isolamento para a identificacdo do agente, devido a dificuldade na obtencdo de

resultados conclusivos. No entanto, a utilizacdo desses inquéritos ndo ¢ suficiente para a
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identificacdo e distingdo das espécies de leptospiras que sdo encontradas em bovinos (CHIDEROLI
et al., 2016).

Atualmente, hda um numero muito restrito de pesquisas com isolamentos de leptospiras em
bovinos que tiveram éxito, porém estudos moleculares relataram uma grande variabilidade em
relacdo as espécies e gendtipos que circulam em bovinos no Brasil (PIMENTA, 2014; HAMOND et
al., 2016).

O primeiro isolamento importante em bovinos no Brasil ocorreu em 1980 por Santa Rosa et
al., a partir de amostras de rins de bovinos coletadas em frigorificos. A estirpe isolada foi
denominada como amostra BOV-G, e posteriormente caracterizada como L. santarosai sorogrupo
Sejroe sorovar Guaricura.

Porém, dentre as estirpes utilizadas no teste de Soroaglutinagdo microscopica (MAT), o
sorovar Guaricura ainda ndo se encontra inserido no painel de antigenos, sendo mais utilizadas
estirpes de referéncia. Por esse motivo, nos inquéritos soroldgicos realizados em varios estados
brasileiros, apenas o sorovar Hardjo, pertencente ao sorogrupo Sejroe, ¢ encontrado nos bovinos
com alta frequéncia de aglutininas anti-Leptospira, conforme demonstrado no Quadro 1 em todas as
regides brasileiras.

No Brasil, em 1994, Moreira relatou o primeiro isolamento do sorovar Hardjo em Minas
Gerais, confirmando definitivamente a presenga deste sorovar de L. interrogans no rebanho
nacional. Desde entdo, a estirpe de genotipo Hardjoprajitno, amostra Norma, vem sendo utilizada
em estudos sorologicos no Brasil, detectando um maior niimero de animais positivos em
comparacao com a estirpe de referéncia (OMS).

Os sorovares Hardjoprajitno (estirpes Norma e de referéncia - OMS) e Hardjobovis (estirpe
de referéncia) sdo reconhecidas como patogénicas para os bovinos, principalmente como causas de
transtornos reprodutivos. Portanto Araujo et al. (2005) realizaram um estudo sorologico no Estado
de Minas Gerais, inserindo essas trés estirpes no teste de Soroaglutinagdo microscopica (MAT), e
observaram que o sorovar Hardjoprajitno (estirpe Norma), isolado no Brasil, apresentou maior
frequéncia de aglutininas anti-Lepfospira em bovinos, quando comparado as estirpes de referéncia
dos sorovares Hardjoprajtino e Hardjobovis, demonstrando as diferengas entre as amostras Norma e
Hardjoprajitino (OMS) e a maior intensidade da estirpe Norma na populagdo de bovinos estudada.

Desta forma, o isolamento e a utilizagao de estirpes locais no MAT sdo imprescindiveis para
o aumento da sensibilidade e da especificidade do teste, ja que a maioria das estirpes de referéncia,
que compdem o painel de antigenos do MAT, sdo oriundas de paises com clima e fauna muito
distintas do Brasil (WHO, 2003). A partir do isolamento de Moreira (1994), outros pesquisadores

conseguiram isolar com éxito estirpes de Leptospira em bovinos.
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Langoni et al. (1999) isolaram quatro amostras do sorovar Hardjo, trés de Pomona e oito do
sorovar Wolffi de 15 fetos bovinos abortados em Sao Paulo. Outros isolamentos foram obtidos por
Freitas et al. (2004) no Paran4, a partir da urina, por meio puncao direta da bexiga, de dois bovinos
naturalmente infectados destinados ao abate em frigorifico.

No estado do Parand, Zacarias et al. (2008) relataram o isolamento duas estirpes de
Leptospira, que foram tipificadas como sendo sorovares Canicola e Copenhageni, em 698 amostras
coletas de urina de bovinos coletadas em frigorifico; enquanto, Chideroli et al. (2016) e Chideroli et
al. (2017) isolaram, respectivamente, da urina de vacas naturalmente infectadas e com historico de
falhas reprodutivas, duas estirpes de L. borgpetersenii sorovar Hardjobovis (amostras Londrina 49 e
Londrina 54) e uma de L. interrogans sorovar Hardjoprajtino (amostra Londrina 53).

No Rio Grande do Sul, Seixas Neto (2012) obtiveram trés estirpes (BOV3, BOV14 e
BOV15) de Leptospira patogénica devido a amplificagdo do gene LipL32, pertencentes a espécie L.
borgpetersenii, isoladas de rins de bovinos destinados ao abate em frigorificos de Pelotas.

Em Minas Gerais, Chiareli et al. (2012) isolaram duas estirpes de Leptospira, denominadas
Lagoa e Bolivia, e caracterizadas como L. interrogans, sorogrupo Sejroe e sorovar Hardjoprajitno, a
partir da urina de duas vacas com sinais sugestivos da leptospirose, como abortos e mastite com
presenga de sangue no leite.

No estado do Rio de Janeiro, Martins et al. (2015) caracterizaram duas estirpes isoladas da
urina de vacas abatidas e obtiveram a identificagdo de dois sorogrupos, tais como Panama e
Autumnalis, conhecidos como agentes de leptospirose incidental em bovinos; e Loureiro et al.
(2016) 1solaram a partir de urina e fluidos vaginais de bovinos aparentemente saudaveis abatidos
sete estirpes de Leptospira, as quais foram caracterizadas em genomoespécies distintas no
sequenciamento de rrs e secY, tais como, L. interrogans, L. borgpetersenii e L. santarosai, sendo
que das estirpes isoladas, cinco pertenciam a espécie L. santarosai ao sorogrupo Sejroe e
apresentavam uma alto nivel de homologia com a sequéncia das estirpes do sorovar Guaricura
isoladas anteriormente no Brasil.

Outro estudo recente, de Pinto et al. (2017), demonstrou o isolamento de varios sorogrupos
de Leptospira obtidas a partir da urina e fluido vaginal de bovinos abatidos no estado do Rio de
Janeiro, tais como, Sarmin, Tarassovi, Shermani, Grippotyphosa e Sejroe pertencentes as espécies
Leptospira santarosai, L.alstonii e L. interrogans, confirmando a tese de que bovinos sem sinais
clinicos podem abrigar e eliminar uma grande diversidade de sorogrupos de Leptospira sp., € nao

apenas os sorovares do sorogrupo Sejroe.
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1.6 Técnicas de diagndstico para leptospirose bovina

1.6.1 Métodos Indiretos

Dentre os métodos indiretos de diagnéstico convencional de leptospirose estdo os testes
sorologicos de Ensaio de Imunoadsor¢dao Enzimatica (ELISA) ou Teste de Soroaglutinacao
Microscopica (MAT). Atualmente, o MAT ¢ considerado o teste padrao-ouro para o diagnostico da

leptospirose animal (DENIPITIYA et al., 2016).

1.6.1.1 Teste de Soroaglutinacio Microscopica (MAT)

O método de referéncia para o diagnodstico da leptospirose bovina ¢ teste de Soroaglutinagao
microscopica (MAT) (LEVETT, 2001; WHO, 2003). Esse teste foi desenvolvido a quase um século
atras pelo Instituto Pasteur, e atualmente, ainda continua sendo o teste de referéncia que consiste na
avaliagdo, através da microscopia de campo escuro, do grau de aglutinacdo de culturas vivas de
leptospiras colocadas na presenga do soro sanguineo do animal (FAINE et al., 1999; PICARDEAU,
2013).

O MAT ¢ um teste indireto, o qual ndo detecta a presenca de microorganismos, porém ¢
capaz de detectar anticorpos contra a bactéria responsavel pela infec¢do nos animais. Para
realizagdo deste teste ¢ necessario um painel diversificado de antigenos vivos e um microscopio
equipado com condensador de campo escuro (FAINE et al., 1999).

Para a realizagcdo continua do MAT, € necessario proceder a manuten¢do da colecdo de
estirpes vivas utilizadas neste teste como antigenos. Para haver uma melhor sensibilidade no teste, a
colecdo de antigenos deve incluir estirpes representativas dos principais sorogrupos existentes na
regido em que os animais sdo encontrados e de preferéncia, estirpes representando todos os
sorogrupos conhecidos (OIE, 2014).

No Centro Nacional de Referéncia de Leptospirose (Instituto Pasteur), sdo utilizadas 24
estirpes de Leptospira, incluindo estirpes ndo patogénicas Leptospira biflexa (amostra Patoc 1) que
tem a particularidade de reagdo cruzada com varios antigenos de sorogrupos patogénicos, aos quais
podem ser adicionados estirpes locais de algumas regides (PICARDEAU, 2013).

O uso de isolados locais, em vez de estirpes de referéncia, pode melhorar a sensibilidade do
teste, porém as estirpes de referéncia sdo necessdarias, pois ajudam na interpretacdo dos resultados
entre laboratérios (OIE, 2014).

O MAT consiste em incubar diluigdes em série do soro sanguineo de animais com varias
estirpes de Leptospira, sendo a amostra de soro considerada positiva, em uma dada dilui¢do e para o
antigeno testado, se houver em pelo menos 50% de leptospiras aglutinadas em comparagdo com

antigeno controle sem a amostra de soro sanguineo (PICARDEAU, 2013).
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A especificidade do MAT ¢ boa, pois os anticorpos contra outras bactérias geralmente nao
reagem de forma cruzada com Leptospira, porém, existe uma reatividade cruzada sorologica
significativa entre sorovares e sorogrupos de Leptospira, sendo que um animal infectado com um
sorovar pode ter anticorpos contra o sorovar infectante, os quais também reagem de forma cruzada
com outros sorovares (geralmente em um nivel mais baixo) no MAT (OIE, 2014).

Por isso, € necessario saber que as reagdes cruzadas sdo produzidas ndo s6 entre diferentes
sorovares do mesmo sorogrupo, mas, no inicio da infeccdo (duas a trés semanas), também pode
ocorrer entre sorovares de diferentes sorogrupos (ACHA; SZYFRES, 2001). Além disso, pode
haver conflitos entre os resultados soroldgicos e de métodos diretos de isolamento da bactéria, uma
vez que um animal sororreativo, pode ndo ser um portador da bactéria, devido a possibilidade de
reacoes cruzadas entre diferentes sorovariedades no MAT, enquanto que os animais nao reativos no
MAT podem ser portadores de determinados sorovares de Leptospira (OTAKA et al., 2012; OIE,
2014).

Outras desvantagens do MAT ¢é que este teste ndo realiza diagnosticos precoces da
leptospirose quando o animal se encontra na fase aguda da doenca, uma vez que os anticorpos
comegam a aparecer de 7 a 10 dias apos a infecgdo, possibilitando a detec¢do da doenga apenas no
final da fase aguda, ndo sendo um teste capaz de indicar se a infec¢ao € ativa, a menos que o titulo
alcangado seja alto ou por meio de sorologia pareada; além de ndo fazer a diferencia¢do entre os
anticorpos resultantes da infeccdo ou da vacinagdo, possibilitando o aparecimento de resultados
falsos positivos e diminuindo a especificidade do teste (ELLIS, 1994; AHMED et al., 2009;
ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Pelas desvantagens citadas, a sorologia ndo pode ser utilizada, em uma infeccao individual
ou surto, para identificar definitivamente o sorovar infectante, sendo necessario o isolamento do
agente (OIE, 2014).

Mesmo ndo sendo uma técnica precisa, o MAT, ainda ¢ muito utilizado como método
diagnostico em nivel de rebanho, mostrando-se importante para compreender os aspectos
epidemiologicos da doenca, uma vez que o conhecimento do sorogrupo infectante de um
determinado rebanho possibilitaria a aplicagdo de medidas profildticas contra as leptospiroses

endémicas e epidémicas (DIRECTOR, 2013).

1.6.2 Métodos Diretos

1.6.2.1 Cultivo bacterioldgico - Isolamento
O isolamento de leptospiras a partir de material clinico de portadores renais ¢ importante e

muito util em estudos epidemioldgicos para determinar quais sorovares estdo presentes dentro de
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um grupo particular de animais, uma espécie animal especifica ou uma regido geografica (OIE,
2014). Além disso, a identificagdo dos isolados clinicos de Leptospira contribui para a deteccdo de
mamiferos portadores da bactéria e permite o reconhecimento de novas espécies € sorovares
(MIRAGLIA et al., 2008).

Apenas apos a obtenc¢do das estirpes leptospiras a partir de isolamentos € possivel realizar a
caracterizacdo e tipificagdo das espécies, sorogrupos e sorovares de um rebanho ou de uma regido, e
desta forma, proceder a inclusdo dessas estirpes em painel de antigenos utilizados nos testes
soroldgicos, além de produzir e utilizar vacinas homologas especificas para os animais da regido em
que as estirpes de leptospiras foram isoladas, garantindo uma maior eficicia nos métodos
diagndsticos e de controle da leptospirose (DIRECTOR, 2013).

A demonstracdo ou o isolamento de leptospiras de animais com a forma clinica aguda da
doenga ou em fetos provenientes de maes com infecgdes cronicas, geralmente ocorre em varios
orgdos internos (figado, pulmdo, cérebro e rim) e fluidos corporais (sangue, leite, liquido
cefalorraquidiano, toracico e peritoneal); j4 em animais atuantes como portadores da bactéria que
apresentam a forma cronica, sem a presenca de sinais clinicos, o isolamento ¢ a demonstracao das
estirpes de Leptospira ocorrem no rim, na urina ou no trato genital (OIE, 2014).

O isolamento de Leptospira do cultivo de amostras determina um diagnostico definitivo da
leptospirose, no entanto, os laboratdrios de diagndstico relatam dificuldades no isolamento dessa
bactéria, tanto pela sua fragilidade, como pelos custos e a complexidade do isolamento, além do
prolongado periodo de incubagdo e possibilidade de contaminacdo das culturas devido a presenca
de outros microorganismos nas amostras clinicas (DONAHUE et al., 1991; ADLER;
MOCTEZUMA, 2010).

De acordo com Faine et al. (1999), na tentativa de isolamento da Lepfospira, uma grande
variedade de meios liquidos com soro de coelho ja foram descritos. Atualmente o meio liquido mais
utilizado ¢ o Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), composto por &cido oleico,
polisorbatos, e 1% de soroalbumina bovina (BSA), conforme descrito por Ellinghausen e Mc
Cullough (1965).

Existem também os meios semi-sélidos para isolamentos, nos quais o crescimento
bacteriano ocorre com uma tensdo 6tima de oxigénio, atingindo uma densidade méaxima, formando
uma anel discreto (ou disco de Dinger) logo abaixo da superficie do meio, se turvando cada vez
mais a medida que se prossegue a incubacao (LEVETT, 2001). Dentre os meios sélidos empregados
na técnica de isolamento, o mais utilizado ¢ o Fletcher (FLETCHER, 1928).

Devido a possibilidade de contaminacdo das culturas, alguns coquetéis de antibioticos
podem utilizados a fim de inibir o crescimento de contaminantes carreados pelas amostras clinicas,

adicionando-se ao meio de cultura alguns antibidticos como, S-fluoracil, gentamicina, acido
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nalidixico ou rimfapicina (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001; MIRAGLIA et al., 2009; OIE,
2014). As diluigdes seriadas e a filtragdo (filtro — 0,2 um) dos meios de cultura também sdo
considerados métodos aplicados para remocdo de contaminantes e purificagdo das culturas
contaminadas (FAINE et al., 1999; ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

O isolamento de Leptospira a partir de 6rgdos e fluidos organicos tem sido melhorados a
cada dia através do desenvolvimento de meios de cultura adequados, coquetéis de antibidticos e de
melhores técnicas de tratamento e diluicao da amostra (HERR et al., 1982; ADLER et al., 1986,
ZACARIAS et al., 2008).

O isolamento, para ser bem sucedido, as amostras utilizadas de tecido, sangue ou urina
devem ser frescas e inoculadas rapidamente em meio de cultura apds a coleta, antes do inicio do
processamento das amostras, os meios de cultivo devem ser tratados com antibiotico, além disso, as
amostras devem ser inoculadas em pelo menos duas diluicdes de dez vezes, e dependendo do nivel
de contaminagdo, S-fluoruracil ou outros agentes antimicrobianos seletivos para inibir
contaminantes (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001). Logo apds o processamento, as culturas
devem ser incubadas a uma temperatura de 28 a 30°C e avaliadas semanalmente em microscopio
com condensador de campo escuro, sendo mantidas por 13 semanas ou mais antes de serem
descartadas, uma vez que o crescimento primario das leptospiras recém-cultivadas é lento (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010).

Alguns estudos de isolamento de Leptospira em bovinos ja foram realizados no Brasil. Na
maioria deles o material clinico coletado foi urina, rim e fluidos vaginais (ZACARIAS et al., 2008;
SEIXAS NETO, 2012; MARTINS et al., 2015; CHIDEROLI et al., 2016; LOUREIRO et al., 2016;
CHIDEROLI et al., 2017; PINTO et al., 2017).

Uma ampla variabilidade de espécies e genotipos tem sido relatados em isolamentos de
estirpes oriundas de bovinos brasileiros, dentre as estripes isoladas, a grande maioria pertence ao
Sorogrupo Sejroe, principalmente as genomoespécies adaptadas aos bovinos, tais como, L.
borgpetersenii sorovar Hardjo (Hardjobovis) e L.interrogans sorovar Hardjo (Hardjoprajitno),
portanto estas estirpes sdo comumente detectadas em bovinos sem sinais clinicos aparentes e sao
eliminadas através da urina, possibilitando a transmissao direta de bovino-bovino por contato com
urina, sangue ou tecidos de animais infectados (ELLIS, 2015; PINTO et al., 2017).

Outras estirpes pertencentes ao sorogrupo Sejroe, L. santarosai sorovar Guaricura, de
grande importancia para bovinos, também foram isoladas no Brasil, por Santa Rosa et al. (1980) e

Loureiro et al. (2016).
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1.6.2.2 Diagnosticos moleculares

Os resultados do MAT forneceram dados epidemiologicamente importantes, permitindo a
que fontes de infeccao ou reservatorios sejam identificadas, a fim de contribuir para o conhecimento
epidemiologico da leptospirose. No entanto, o MAT demonstra ser um preditor ineficiente do
sorovar que provoca a infecgdo, pelas inimeras desvantagens encontradas nesse teste (PEREZ;
GOARANT, 2010).

Além disso, embora a deteccdo de Leptospira por cultivo de amostras clinicas seja
considerado um diagndstico definitivo para leptospirose, o crescimento fastidioso das leptospiras, a
demora nos resultados e a falha no crescimento de leptospiras pela possibilidade de contaminagao
da cultura com outros microorganismos, torna esse método dificil de ser utilizado rotineiramente em
laboratdrios de diagndsticos, uma vez que had necessidade de diagndsticos mais répidos, para a
promocao do tratamento e controle da doenga em animais infectados com a bactéria (DHALIWAL,
1996; ADLER; MOCTEZUMA, 2010; ELLIS, 2015).

Por esse motivo, existem varios métodos moleculares que podem ser aplicados quando a
cultura convencional ndo consegue identificar o agente etioldgico da doenga (MILLAR; XU;
MOORE, 2007).

Por isso, técnicas moleculares como reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
sequenciamento de DNA sdo uteis para a deteccdo e para estudos epidemioldgicos, uma vez que
estas técnicas se tornaram importantes para a definicdo da taxonomia do género Leptospira,
podendo a leptospirose ser estudada usando ferramentas genéticas (PEREZ; GOARANT, 2010;
KURILUNG et al., 2017).

Técnicas moleculares de diagnostico, como a convencional PCR em tempo real, sdao
reconhecidas como especificas e sensiveis para a detec¢do rdpida de infec¢ao durante estagios
iniciais da doenca, mostrando eficiéncia para o diagndstico da doenga antes do desenvolvimento de
anticorpos ou quando os titulos ainda sdo baixos e o curso clinico nao foi caracterizado. Além disso,
estes testes ndo necessitam, por muitas vezes, de isolamento e cultura do organismo infectante,
durante o fechamento de um resultado confirmatério. Desta forma, resultados rapidos e precisos
usando técnicas de diagnostico molecular podem substituir testes sorologicos em areas onde a
leptospirose ¢ endémica (MEIRA et al., 2011; PICARDEAU, 2013; HAMOND et al., 2014).

Além disso, a necessidade de diagnosticos rapidos levou ao desenvolvimento de numerosos
ensaios de reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Desta forma, técnicas de reagdo em cadeia de
polimerase (PCR), estdo sendo mais comumente utilizadas no diagnostico de leptospirose em
amostras clinicas, promovendo a amplificagdo de genes género-especificos, os quais apresentam

altas sensibilidade e especificidade para identificacdo do material genético (DNA) da Leptospira
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(HAMOND et al., 2016). No entanto, esta técnica ndo visa a identificacdo da sorovariedade da
estirpe, ndo sendo amplamente utilizada em estudos epidemioldgicos (BOURHY et al., 2013).

A técnica de PCR, quando comparada a técnica de cultivo bacterioldgico, apresenta
inimeras vantagens, principalmente no que diz respeito a sua maior sensibilidade e capacidade de
detectar DNA de bactérias mortas ou a contaminagdo da amostra, detectando como positivos, os
animais que anteriormente haviam sido considerados negativos ao cultivo bacterioldégico (BAL et
al., 1994, AHMED et al., 2009).

Essa técnica também ¢ bastante util na deteccdo de agentes fastidiosos, microorganismos em
culturas com menor tempo de incubagdo e partir de amostras clinicas sem a necessidade da presenca
de DNA purificado, ndo sendo necessarias culturas puras para a detec¢do de leptospiras, como € o
caso do cultivo bacteriologico. Além disso, para a execugdo desta técnica, as amostras clinicas ndo
necessitam ser recém-colhidas, podendo ser conservadas por congelamento ou fixadas em
formalina-parafina (DIRECTOR, 2013).

A PCR ¢ uma técnica utilizada para amplificagdo de sequéncias especificas de DNA, a qual
¢ mediada por primers, enzima (polimerase), minerais ¢ outros compostos, ¢ dependente de
temperatura para que ocorra a replicagdo in vitro de uma sequéncia especifica de DNA. Para a
realizacdo desta técnica sdo necessarios ciclos repetitivos de trés reagdes simples de desnaturagao
(95°C — separagdo da fita dupla de DNA), anelamento (55°C - dois primers de oligonucleotidicos
especificos se ligam ao molde de DNA para completd-lo) e extensdo (72°C — quando a enzima
sintetiza a cadeia complementar de todos os DNA moldes), cujas condi¢des variam apenas na
temperatura de incubacao doengca (MILLAR; XU; MOORE, 2007).

A Leptospira pode ser detectada por métodos moleculares (PCR) no sangue, durante a fase
aguda e leptospirémica da doenca, além de outros fluidos corporais, como urina, liquido
cefalorraquidiano (LCR) e humor aquoso, em alguns dias apds o inicio dos sinais clinicos
(WAGGONER; PINSKY, 2016).

Em animais infectados pela Leptospira, a leptospiuria pode ocorrer nos primeiros dias de
infec¢do, antes da resposta de anticorpos dos animais aparecerem, portanto seria possivel a deteccao
da Leptospira no inicio da infec¢do pela técnica de PCR, atuando como um diagnostico precoce da
leptospirose (DIRECTOR, 2013).

Muitos diagnosticos moleculares para leptospirose foram desenvolvidos incluindo a reacao
em cadeia de polimerase (PCR) convencional e em tempo real (rtPCR), PCR de transcrigao reversa
(RT-PCR) e métodos de amplificacdo isotérmica (WAGGONER; PINSKY, 2016). Essas técnicas
se dividem em duas categorias baseadas na detec¢do de genes comuns para todas as espécies de
Leptospira, como o gene 16S rRNA ou rrs, o gene gyrB e o gene secY, ou na detec¢dao de genes

restritos as leptospiras patogénicas, como o gene /lipL32, o ligd e o ligB, sendo os ultimos mais
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efetivos em diagndsticos precoces da doenca (AHMED et al., 2009; HAMOND et al., 2012b;
WAGGONER; PINSKY, 2016).

O aumento do uso de PCR melhorou muito o diagnodstico precoce da leptospirose, restringe
os dados disponiveis para vigilancia epidemiolédgica, desta forma, outras ferramentas genéticas sao
implementadas para fornecem uma visdo do genoma da cepa infectante através da dedugdo dos
polimorfismos de seqiiéncia dos produtos de PCR de diagnostico, obtendo informacdes
epidemiologicas relevantes (PEREZ; GOARANT, 2010).

Dentre essas técnicas, existe 0 método molecular de VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats), o qual baseia-se na andlise por PCR de sequéncias repetidas que podem ser encontradas
em regides intergénicas de algumas espécies de Leptospira, amplificando as regides onde ocorrem
sequéncias repetidas e permitindo a sua diferenciagdo de acordo com o tamanho do amplicon
utilizado. Essa técnica foi utilizada por Majed et al. (2005) e Salalin et al. (2006) para
caracterizacdo das genomoespécies L. interrogans e L. kirschneri. Para a analise por PCR do
VNTR, sete loci (VNTR 4, VNTR 7, VNTR 9, VNTR 10, VNTR 11, VNTR 19 ¢ VNTR 23)
podem ser utilizados (PAVAN et al., 2011).

Muitos trabalhos visando o uso de técnicas moleculares para deteccdo da Leptospira em
bovinos foram realizados no Brasil, tais como: Hamond et al.(2016), Martins et al. (2015),
Chideroli et al. (2016 e 2017) em amostras de urina; Loureiro et al. (2016) e Pinto et al. (2017) em
amostras de urina e fluido vaginal; e Seixas Neto (2012) em amostras de rim. Além desses, outros

estudos foram realizados com bovinos e outras espécies animais, inclusive em humanos.
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Alta frequéncia dos sorogrupos Sejroe, Tarassovi e Hebdomadis em bovinos da regido do
Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, Minas Gerais, Brasil

High frequency of the Sejroe, Tarassovi and Hebdomadis serogroups in cattle from the
Triangulo Mineiro and Alto Paranaiba areas, Minas Gerais, Brazil

Soares, Pollyanna Mafra; Cuccato, Ligia Pinho; Macedo; Fernando Pereira; Soares, Mayara Mafra; Gomes; Dayane
Olimpia; Rezende, Lais Miguel; Silva, Danilo Mundim; Lemes, Karla Ribeiro; Ciuffa, Andreia Zago; Lima, Anna
Monteiro Correia

ABSTRACT

The objective of this study was to identify the frequency of anti-Leptospira antibodies and to evaluate the
epidemiological aspects of bovine leptospirosis in the Triangulo Mineiro and Alto Paranaiba herds. 372
blood serum samples from male and female cattle from 15 farms located in 12 municipalities in the
Tridngulo Mineiro and Alto Paranaiba region were collected in slaughterhouses. The samples were submitted
to the microscopic agglutination teste (MAT), using 16 serogroups with 23 serovars of Leptospira spp..
Titers in the MAT ranged from 100 to 3.200, and 267/372 (71.8%) samples were reactive to titers > 100,
mainly for the serogroups Sejroe, Tarassovi and Hebdomadis. However, in the titration, 178/267 (66.7%)
reactant samples had a higher frequency of titers > 200 for serogroups Tarassovi (99/267 - 37.1%), Sejroe
(43/267 - 16.1%), Hebdomadis (15/267 - 5.6%). Among serovars belonging to serogroups with high titers in
MAT, Guaricura and Hebdomadis, are not found in the vaccines commercialized in Brazil, and the serovar
Tarassovi, is found in only two vaccines. In this way, leptospires belonging to these serovars may be present
in the environment, being transmitted between cattle or other domestic and wild species. Therefore, it is
concluded that leptospirosis in the Tridngulo Mineiro and Alto Paranaiba, is present in high frequency in
cattle, being caused in the majority of the cases, by non-specific serogroups of that species or that are not
present in the national vaccines, indicating the low use or inefficiency of control measures.

Keywords: Bovine leptospirosis. Tarassovi. Hardjoprajitno. Guaricura. Hebdomadis.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar a frequéncia de anticorpos anti-Leptospira e avaliar os aspectos
epidemiologicos da leptospirose bovina nos rebanhos do Tridngulo Mineiro ¢ Alto Paranaiba. Foram
coletadas, em frigorificos, 372 amostras de soro sanguineo de bovinos machos e fémeas provenientes de 15
propriedades localizadas em 12 municipios Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba. As amostras foram
submetidas ao teste de Soroaglutinacdo microscopica (MAT), utilizando-se 16 sorogrupos com 23
sorovariedades de Leptospira spp.. Os titulos no MAT variaram entre 100 e 3.200, sendo que 267/372
(71,8%) amostras foram reagentes a titulos > 100, principalmente para os so sorogrupos Sejroe, Tarassovi e
Hebdomadis. No entanto, na titulagdo, 178/267 (66,7%) amostras reagentes apresentaram maior frequéncia
de titulos > 200 para os sorogrupos Tarassovi (99/267 — 37,1%), Sejroe (43/267 — 16,1%), Hebdomadis
(15/267 — 5,6%). Dentre os sorovares pertencentes aos sorogrupos com altos titulos no MAT, o Guaricura ¢ o
Hebdomadis, ndo sdo encontrados nas vacinas comercializadas no Brasil, e o sorovar Tarassovi, é encontrado
em apenas duas vacinas. Desta forma, acradita-se que as leptospiras pertencentes a estes sorovares podem
estar no ambiente sendo transmitidas entre os bovinos ou por outras espécies domésticas e silvestres.
Portanto, conclui-se que a leptospirose no Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, esta presente em alta
frequéncia em bovinos, sendo causada na maioria dos casos, por sorogrupos nao especificos dessa espécie ou
que nao estdo presentes nas vacinas nacionais, indicando uma ineficiéncia das medidas de controle.

Palavras-chave: Leptospirose bovina. Tarassovi. Hardjoprajitno. Guaricura. Hebdomadis.
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INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca infecciosa e transmissivel, provocada por bactérias patogénicas do
género Leptospira, sendo considerada uma antropozoonose de distribuicdo mundial, na qual os humanos sao
hospedeiros incidentais em um ciclo envolvendo animais silvestres e domésticos e roedores sinantropicos,
suscetiveis a uma ampla variedade de sorovares, (PICARDEAU, 2013; OIE, 2014; ANDERSEN-
RANBERG et al., 2016).

Esta doenga ocorre em paises de climas tropical e subtropical, principalmente nos periodos de altos
indices pluviométricos e solos neutros e alcalinos, uma vez que a bactéria ¢ uma espiroqueta aerobia
obrigatoria de 6timo crescimento em areas alagadas de pH neutro a alcalino (6,8 a 7,4), e com temperatura
variando entre 28 a 30°C (BHARTI et al., 2003; ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

A maioria dos sorovares patogénicos do género Lepfospira sdo encontrados em 3 espécies de maior
distribuicdo mundial, tais como: L. interrogans, L. borgpetersenii, e L. kirschneri. Além dessas 3 espécies
patogénicas, outras também estdo envolvidas com casos da doenca: Leptospira noguchii, Leptospira
santarosai, Leptospira alexanderi, Leptospira weilii, Leptospira borgpetersenii, Leptospira kmetyi,
Leptospira alstonii e Leptospira mayottensis. Existem mais de 300 sorovares diferentes de leptospira
reconhecidos e estes estdo distribuidos em 23 genomoespécies dirstribuidas em trés grupos filogenéticos
grupo 1 (leptospiras patogénicas), grupo Il (Ieptospiras intermediarias) e grupo III (leptospiras saprofitas)
(PUCHE et al., 2018).

Dentre os animais domésticos mais afetados pela doenga, estdo principalmente os cédes, bovinos e
suinos, que apresentam sinais clinicos bastante variaveis, sendo que na maioria dos casos a doenga ¢
inaparente, ¢ associada a sorovares adaptados ao hospedeiro (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). No Brasil,
apesar da ampla variabilidade de espécies e gendtipos de Leptospira encontrados em bovinos, 0s sorovares
pertencentes ao sorogrupo Sejroe sdo os mais comuns ¢ adaptados a esta espécie, destacando-se
principamente o sorovar Hardjo tipo Hardjobovis (Leptospira borgpetersenii) ¢ o sorovar Hardjo tipo
Hardjoprajitno (Leptospira interrogans) (HAMOND et al., 2016; PINTO et al., 2017).

No rebanho bovino brasileiro, a leptospirose ¢ considerada uma das doencas mais importantes, pois
esta relacionada a problemas reprodutivos que afetam diretamente a produtividade dos rebanhos e trazem
grandes prejuizos econdmicos, ndo somente pelos danos reprodutivos (abortamentos), em torno de 12 a
68,4%, em rebanhos nao vacinados; mas também pelos natimortos; flacidez do ubere; queda na
produtividade leiteira; reducdo na taxa de prenhez e de infertilidade em torno de 47%; gastos com assisténcia
veterinaria; medicamentos; testes laboratoriais e vacinas (FAINE et al., 1999; PIRES, 2010; HASHIMOTO
et al., 2015; PAIXAO et al., 2016).

A disseminagdo e manutencao da leptospirose em bovinos estao ligadas principalmente a presenca de
animais infectados ou a animais que s@o portadores assintomaticos, os quais eliminam a bactéria via urina,
ou através de secrecdes cervical-vaginal, ou tecidos e secregdes de abortamento através do feto ou placenta.
Outros fatores, tais como a infec¢do simultanea de varias espécies diferentes de animais, a presenca de

animais selvagens, as condigdes climaticas favoraveis a manutengdo da leptospira nas areas rurais ¢ manejo
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do rebanho, também favorecem a presenca de sorovares de leptospira no ambiente ¢ expde os bovinos ao
risco de contrai-las (ELLIS, 1984; FAINE et al., 1999; HASHIMOTO et al., 2015).

Em Minas Gerais, Favero et al. (2001) relataram a frequéncia de 41,3% (1.855 de 4.487 animais
avaliados) animais reagentes ao teste de Soroaglutinagdo Microscopica (MAT) em diversas propriedades,
apresentando como sorovares mais frequentes: Hardjo (59,6%), Wolffi (13,3%), Pomona (5,1%). Estes
resultados mostraram relevancia da Hardjo como problema prioritario na leptospirose em bovinos em Minas
Gerais. Ja Aragjo et al. (2005) relataram que sorovares mais frequentes analisados pelo MAT, entre os anos
de 1980 a 2002, foram os sorovares Hardjo estirpe Norma (23,7%), Hardjo estirpe OMS (19,7%),
Hardjobovis (13,8%) e Wolffi (13,2%) de 39.012 amostras de soros de bovinos provenientes de 398
municipios deste estado.

Os dados relativos a frequéncia da leptospirose bovina e dos sorogrupos relacionados com a causa da
doenca no estado de Minas Gerais sao escassos e desatualizados, isso torna necessario o desenvolvimento de
novas pesquisas na area, uma vez que o estado de Minas Gerais detém um dos maiores rebanhos do Brasil,
ocupando o segundo lugar no ranking brasileiro com aproximadamente 24,2 milhdes de cabecas, sendo que a
regido do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba contribui com aproximadamente 5,7 milhdes cabecas do
efetivo do rebanho bovino, segundo dados de 2013 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

A quantificacdo dos casos de leptospirose é essencial para a verificagdo do problema em termos
populacionais, possibilitando as caracterizagoes epidemioldgicas, uma vez que o diagndstico rapido e preciso
¢ fundamental para elaboragdo de alternativas preventivas para o controle desta doenga (MARQUES et al.,
2010). Por isso, diante do grande potencial de disseminagdo da leptospirose entre espécies domésticas e
silvestres, da grande diversidade de sorogrupos relacionados com a doenga em bovinos e a escassez de dados
epidemiologicos da doenga em Minas Gerais, o objetivo deste trabalho foi identificar a frequéncia de
anticorpos anti-Leptospira e avaliar os aspectos epidemiologicos da leptospirose nos rebanhos bovinos do

Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado conforme os principios éticos da experimentacdo animal estabelecidos
pela Comissdo de Etica na Utilizagdio de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia (FAMEV/UFU) sob o nimero do protocolo de aprovagdo 018/16.

O rebanho de bovinos na regido do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba ¢ de aproximadamente 5,7
milhdes de animais (BRASIL, 2013). Para a determinacdo do tamanho da amostra (n), admitiu-se uma
prevaléncia esperada da doenca de 41,3% (FAVERO et al., 2001), e um nivel de confianca de 95% e uma
variagdo de 5%. As formulas utilizadas, segundo Thrusfield (2007), foram:
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Near= (N x 1) / (N + n)

o 196 Py (1 - Pagy)
L-P

Nestas formulas:

Neor = tamanho da amostra examinada

n = tamanho da amostra baseado em uma populagdo infinita
N = tamanho do rebanho em estudo

Pasp= prevaléncia esperada

d = precisdo absoluta desejada

Substituicdo dos valores nas formulas:

1.96%x 0,413 x (1-0.413)
0,052

(5.700.000 x 372) / (5.700.000 + 372)

Mooy

3.8416x 0,413 x 0.587
0.0025

Mogp— 2-120.400.000/ 5.700.372 = 372 amostras

cor

— 09531 =372 amostras

0.0025

A partir dos calculos realizados para a execugdo desse estudo foram coletadas aleatoriamente,
durante sete dias, 372 amostras de sangue de bovinos sem alteragdo no exame ante-mortem realizado antes
do abate, de diferentes idades e ambos os sexos, em dois frigorificos situados na regido do Tridngulo
Mineiro. Nao foram obtidas informagdes quanto ao manejo sanitario dos bovinos, principalmente se eles
foram ou ndo vacinados contra leptospirose.

A origem do animal, referente a cada amostra coletada, foi verificada de acordo com o cronograma
de abate do frigorifico, constatando-se que as amostras eram oriundas de 15 propriedades, localizadas em 12
municipios da regido do Tridngulo Mineiro ¢ Alto Paranaiba, tais como, Uberlandia, Monte Alegre de Minas,
Ituiutaba, Sdo Francisco de Sales, Santa Vitoria, Frutal, Verissimo, Santa Juliana, Abadia dos Dourados,
Serra do Salitre, Estrela do Sul e Patos de Minas.

A coleta das amostras de sangue foi realizada no momento da sangria, em tubos estéreis sem a
presenga de anticoagulantes, ¢ posteriormente foram encaminhadas para o Laboratorio de Doengas
Infectocontagiosas (LADOC), da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV), na Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), para centrifugagdo e obtengdo do soro sanguineo, as aliquotas de soro obtidas foram
identificadas com o niumero do animal e estocadas a temperatura de -20°C até o momento do exame.

Para pesquisa de aglutininas anti-leptospiras nas amostras colhidas foi realizada a técnica sorologica

de Soroaglutinacdo microscopica (MAT), de acordo com Faine et al. (1999), através da utilizacao de culturas
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vivas de 23 sorovares de Leptospira spp. pertencentes a 16 diferentes sorogrupos cedidas pelo Laboratoério de
Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF), tais como: Australis (sorovares
Australis e Bratislava), Autumnalis, Batavie (sorovares Batavie e Brasiliensis), Canicola, Ballum (sorovar
Castellonis), Icterohaemorragiae (sorovares Copenhageni e Icterohaemorragiae), Cynopteri, Djasiman,
Sejroe (sorovares Guaricura, Hardjobovis, Hardjoprajitno, Sejroe e Wolffi), Grippotyphosa, Hebdomadis,
Javanica, Panama, Pomona, Shermani e Tarassovi. Essas culturas foram repicadas semanalmente em meio
EMIJH (DIFCO®, EUA), suplementadas com 10% de soro de coelho estéril, e estocadas a 30°C.

Para a interpretacdo do MAT, foram consideradas reagdes positivas amostras de soro diluidas a partir
de 1:100, cujo campo microscopico apresentou 50% ou mais de leptospiras aglutinadas. As amostras que
reagiram na diluicao de 1:100 foram examinadas novamente em diluigdes de 1:200 até 1:3200, considerando
também como reacdes positivas as amostras que apresentaram 50% ou mais de aglutinacdo no campo
microscopico. Portanto, as amostras com os titulos superiores ou iguais a 100, foram consideradas positivas e
utilizadas nas analises de dados deste estudo, uma vez que ndo havia informacdo sobre a vacinagdo dos
animais, possibilitando a identificacdo dos bovinos expostos a Leptospira nos titulos iguais a 100 e a
identificacdo de animais com a doenga com titulos maiores que 100.

Os resultados do MAT foram analisados utilizando-se a técnica estatistica descritiva por meio da
distribuicdo das frequéncias relativas e absoluta; e o teste de comparagdes multiplas para os animais
positivos por sorogrupos € sorovares, utilizando-se o programa R 3.4.0, segundo Biase e Ferreira (2009),
sendo consideradas diferentes significativamente comparagdes com o p valor < 0,05. Para o teste de
comparacdes multiplas para os animais positivos de acordo com a origem, foram avaliados apenas
municipios com mais dez amostras.

Para o mapeamento dos sorovares de maior frequéncia nos municipios do Tridngulo Mineiro e Alto
Paranaiba empregou-se o software ArcGis e os dados sobre a localizagdo geografica de cada propriedade

fornecidos pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os titulos sorologicos deste estudo variaram de 100 a 3.200, das 372 amostras avaliadas, 267/372
(71,8%) foram reagentes ao MAT em titulos > 100, principalmente para os so sorogrupos Sejroe (sorovares
Hardjoprajitno, Guaricura, Sejroe e Wolffi), Tarassovi (sorovar Tarassovi), ¢ Hebdomadis (sorovar
Hebdomadis), e além destes, as amostras também reagiram em menor frequéncia para os sorogrupos
Djasiman, Canicola, Ballum (sorovar Castelonnis), Icterohaemorrhagiae (sorovar Copenhageni e
Icterohaemorrhagiae), Batavie, Australis (sorovares Australis ¢ Bratislava), Pomona, Cynopteri ¢ Javanica,
como mostram as Tabelas 1 e 2.

Esses resultados também foram confirmados pela analise estatistica de comparagdo entre 0s
sorogrupos relatados neste estudo, a qual mostrou que o nimero de animais reagentes para 0s sOrogrupos
Sejroe, Tarassovi e Hebdomadis apresentou diferencga estatistica (p valor <0,05) a todos os outros sorogrupos
testados, destacando-se o sorogrupo Serjoe com maior frequéncia e diferente estatisticamente de todos os

sorogrupos avaliados inclusive, Tarassovi ¢ Hebdomadis, conforme Tabela 2.
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No entanto, na titulacdo do MAT, 178/267 (66,7%) amostras reagentes apresentarm maior frequéncia
de titulos > 200 para os sorogrupos Tarassovi (98/267 — 36,7%), Sejroe (43/267 — 16,1%), Hebdomadis
(15/267 — 5,6%), Canicola (11/267 — 4,1%), Icterohaemorrhagiae (9/267 — 3,4%) e Ballum (1/267 — 0,4%),
conforme Tabela 3. Destacam-se os sorogrupos Tarassovi ¢ Sejroe que foram significativamente diferentes
(p valor <0,05) dos demais, apresentando maiores frequéncias no teste estatistico de comparagdes multiplas.

Vale ressaltar que os animais utilizados neste estudo, ndo apresentavam alteragdes clinicas no exame
ante-mortem, portanto, apesar de muitas vezes os animais ndo apresentarem sinais clinicos, os bovinos com
titulos de 100 e principalmente com titulos maiores que 200 podem ser considerados infectados e gera
preocupacao, pois além do status sanitario dos animais, eles podem estar representando risco para saude
publica, principalmente para os profissionais envolvidos no abate desses animais. Medidas sanitdrias sdao
imprescindiveis para o controle da leptospirose, principalmente em animais de producdo que estdo em
contato proximo com humanos, os quais constituem uma populacdo de risco, por serem hospedeiros
incidentais em um ciclo envolvendo animais silvestres, roedores sinantropicos e principalmente animais
domésticos.

Segundo Bolin e Alt (1999), ha uma variag¢@o dos sinais clinicos associados a leptospirose de acordo
com o sorovar e o hospedeiro. Nos hospedeiros de manutencdo, geralmente a leptospirose € caracterizada por
baixos titulos de anticorpos, poucos sinais clinicos, discretos sinais na doenga aguda e estado de portador
renal prolongado, que pode ser associado com doenca renal cronica. Nos hospedeiros incidentais, a
leptospirose ¢ causa de doenca severa, estando associada a alta resposta soroldgica de anticorpos
aglutinantes, com curto estado de portador renal (FAINE, 1999).

Neste estudo, os sorogrupos Tarassovi, Sejroe ¢ Hebdomadis apresentaram maior importancia,
destacando-se com maior frequéncia de altos titulos de aglutininas anti-leptospira os sorovares Tarassovi,
Guaricura ¢ Hebdomadis, pertencentes a estes sorogrupos, respectivamente.

O sorovar Tarassovi (sorogrupo Tarassovi) ja foi isolado e ¢ considerado um dos mais comuns
associados com infec¢des em suinos, porém este sorovar também ja foi relatado causando infecgdo em
humanos, em bovinos, porcos monteiros e muitos outros animais silvestres (RYAN et al. 1976, VALE-
GONCALVES et al. 2014; ADLER, 2015).

Pellegrin et al. (1999) e Hashimoto et al. (2015) também encontraram bovinos reagentes ao sorovar
Tarassovi, sendo que Pellegrin et al. (1999) atribuiram a sua presenga no rebanho ao contato com animais
reatores para esta sorovariedade, tais como os suinos domésticos e ferais (javalis e javaporco).

Segundo Deberdt e Scherer (2007), grupos de javalis asselvajados, espécie exotica no Brasil, ja
foram registrados em varios estados brasileiros, inclusive em Minas Gerais, causando intimeros prejuizos
principalmente em culturas agricolas, devido a auséncia de predadores naturais. Outro ponto destacado por
esses autores foi o risco bastante significativo de transmissdo de doencas, inclusive leptospirose, dos javalis
para outras espécies animais, devido ao fato destes animais serem bastante resistentes a diversas doencas, o
que faz deles possiveis reservatorios.

Outro sorovar com maior frequéncia nos bovinos deste estudo foi o Guaricura, pertencente ao

sorogrupo Sejroe. O sorogrupo Sejroe, em todo mundo, bem como no Brasil ¢ considerado o mais comum
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em ruminantes, sendo o mais adaptado para bovinos e associado com maior predominancia a animais
assintomaticos (ELLIS, 2015, HAMOND et al., 2016, LOUREIRO et al., 2016; PINTO et al., 2017).

Fazem parte do sorogrupo Sejroe, os sorovares Guaricura, Hardjobovis, Hardojoprajitno, Sejroe e
Wolffi. Dentre eles, o sorovar Guaricura merece destaque, pois ¢ um sorovar brasileiro que foi isolado pela
primeira vez no pais por Santa Rosa et al. em 1980, em amostras de rim de bovinos coletados em
frigorificos, denominada de cepa BOV-G; e posteriormente isolado de urina de bufalas, no Vale do Ribeira,
em Sao Paulo, sendo denominada de M04-98 (VASCONCELOS et al., 2001). No Rio de Janeiro, Loureiro et
al. (2016) também isolaram da urina de bovinos e fluidos vaginais de bovinos, cinco estirpes pertencentes ao
sorogrupo Sejroe € a espécie L. Santarosai, que apresentavam alto nivel de homologia com a sequéncia das
estirpes do sorovar Guaricura isoladas anteriormente no Brasil.

Sarmento et al. (2012) empregaram no teste MAT, dez cepas de leptospiras autdctones isoladas em
diversas espécies de animais no Brasil, aplicadas ao diagnostico da leptospirose em rebanhos de bovinos de
oito Estados Brasileiros, e detectaram o sorovar Guaricura com maior frequéncia nos estados de Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias; sendo Minas Gerais, o estado em que este
sorovar apresentou-se como terceiro mais frequente, o que também foi constatado neste estudo.

Além do sorovar Guaricura, foi detectada com elevada frequéncia ao titulo de 100 e baixa frequéncia
a titulos > 200, a presenga do sorovar Hardjoprajitno também pertencente ao sorogrupo Sejroe, assim como
nos estudos sorolégicos de Aragjo et al. (2005); Oliveira et al. (2009); Viana, Zanini ¢ Moreira (2010),
Herrmann et al. (2012) e Hashimoto et al. (2015).

O sorovar Hardjo tem o bovino como hospedeiro especifico e de manutengdo, apresentando uma
distribuicdo quase global. A Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo (Hardjobovis) é a cepa mais frequente
do sorogrupo Sejroe encontrada em bovinos, porém, a Leptospira interrogans sorovar Hardjo
(Hardjoprajitno) também ocorre nesta espécie em menor frequéncia. No Brasil, a sorovariedade
Hardjoprajitno, foi isolada em bovinos por Moreira (1994), Chiareli et al. (2012) e Chideroli et al. (2017),
demostrando a existéncia desse sorovar nos rebanhos brasileiros.

Castro et al. (2008) verificaram que além da presenca mais frequente do sorovar Hardjo, transmitido
comumente de bovino a bovino, em alguns rebanhos ou regides poderia estar ocorrendo infecgdes incidentais
por outros sorovares, e atribuiram a sua transmissao indireta ao contato com o meio ambiente contaminado
por leptospiras de espécies silvestres ou outras espécies domésticas, principalmente em situacdes
edafoclimaticas tropicais. Esses autores também fizeram referéncia a cervideos, capivaras e outras espécies
silvestres como reservatorios de Leptospira spp. para os rebanhos, uma vez que encontram habitat
satisfatorio proximo a eles.

Outro sorovar de maior relevancia neste estudo foi o Hebdomadis, o qual também foi encontrado em
bovinos do sudeste e sudoeste do Rio Grande do Sul, de acordo com Herrmann et al. (2012), os quais
atribuiram a presenca deste a infec¢des incidentais através de transmissdo indireta associada ao contato com
o meio ambiente contaminado por leptospiras oriundas de espécies silvestres ou de outras espécies

domésticas, conforme o que foi abordado na pesquisa de Pellegrin et al. (1999), os quais relacionaram a
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presenca do sorovar Hebdomadis aos roedores silvestres, principalmente as capivaras que também sdo
reservatorios de Leptospira sp..

Oliveira et al. (2009) também detectaram o sorovar Hebdomadis para bovinos ¢ também associaram
a presenca dele a animais silvestres, como cervideos e capivaras, chamando atengdo ao envolvimento dessas
espécies existentes na fauna brasileira como reservatorio deste sorovar para os bovinos.

No Brasil, Albuquerque et al. (2017) detectaram leptospira na urina de capivaras de areas
periurbanas e rurais. As capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) sdo roedores selvagens que habitam areas
préximas a rios e lagoas no Brasil. Porém diante dos desequilibrios ecoldgicos e das mudancgas no seu habitat
natural, as capivaras sdo encontradas em contato com animais de producao no ambiente rural e na periferia
de areas urbanas, representando riscos a saude publica e perdas econdmicas em animais de produgdo
(MORENQO et al., 2016).

Osava (2016) detectou uma elevada frequéncia (62,6%) de porcos monteiros sororreativos ao MAT e
relacionaram este achado ao contato frequente desses animais com a rica fauna e microfauna do Pantanal,
sendo estes expostos a muitos patdgenos. Além disso, o sorovar Hebdomadis foi verificado como um dos
mais frequentes (33,7%) e a sua presenga foi relacionada a espécies silvestres, como o tatu, no qual o sorovar
Hebdomadis ja foi isolado (LINS; LOPES, 1984), e ao contato com bovinos que ji mostraram alta
frequéncia desse sorovar em testes sorologicos.

Os demais sorovares encontrados com menor frequéncia nesse estudo, ja foram verificados em
pesquisas anteriores ¢ atribuidos a transmissdo através de animais domésticos e silvestres. Segundo Adler
(2015), grande parte das sorovariedades pertencentes aos sorogrupos Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Hebdomadis, Sejroe, Pyrogenes, Autumnalis, Australis, Javanica, Tarassovi, ¢ Grippotyphosa t€ém sido
reportados causando infecgdes incidentais em bovinos em algumas partes do mundo, corroborando com
alguns dados encontrados nesse estudo.

Fornazari et al. (2018) identificaram o DNA da leptospira encontrado na urina de gambas (Didelphis
albiventris) e quatis (Nasua nasua), mostrando que essas espécies também podem atuar como reservatorio da
bactéria, eliminando-a no ambiente pela urina, representando uma provavel fonte de transmissao para outras
espécies. Vieira, Pinto e Lilenbaum (2018) demonstraram uma ampla disseminagao da infeccdo de leptospira
entre espécies silvestres em todos os biomas da América Latina, porém alertaram que sdo necessarias mais
pesquisas sobre o papel de vida selvagem na epidemiologia da leptospirose e seu impacto sobre os bovinos e
a saude publica, particularmente no que se refere a deteccao direta e caracterizagdo molecular do agente.

Os bovinos avaliados nesta pesquisa viviam em fazendas localizadas no Cerrado Brasileiro, nas
quais poderia existir a relagdo de animais domésticos e silvestres, os quais podem ser portadores de
diferentes sorovares de Leptospira spp.

Souza et al. (2016) afirmaram que os sorovares do gé€nero Leptospira spp. ndo sdao espécies
especificas em um estudo realizado em uma propriedade rural no municipio de Uberlandia, pois verificaram
diferentes sorovares afetando diferentes espécies de animais, tais como, caninos, equinos, bovinos, ovinos ¢
caprinos. Tal fato indica que é comum encontrar duas ou mais espécies animais que podem manifestar a

doenga simultanecamente na mesma regido ou fazenda, devido ao contato entre essas espécies ou com uma
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fonte de infeccdo comum, além da falta de padrdes sanitarios que contribuem para o estabelecimento de
possivel contaminagdo entre elas.

Também foram avaliados, nesta pesquisa, os sorovares mais frequentes detectados no teste MAT em
bovinos sororreagentes, por municipio de origem das amostras na regido do Tridngulo Mineiro e Alto
Paranaiba, conforme Figura 1. Na regido do Triangulo Mineiro, quando avaliados individualmente cada
municipio desta regido, além dos sorovares ja abordados acima, foram constatados os sorovares Sejroe e
Canicola como mais frequentes em alguns municipios, tais como, Uberlandia e Monte Alegre. Ja na regido
do Alto Paranaiba, quando houve avaliagdo por municipio, constatou-se a presenga de dois outros sorovares
mais frequentes, tais como, Wolffi e Bataviae, nos municipios de Santa Juliana e Estrela do Sul.

No caso do sorovar Bataviae, alguns autores como Santa Rosa et al. (1975) e Caldas et al. (1992)
descreveram a presenga desse sorovar em marsupiais (gambdas) da ordem didelphimorfia. Desta forma, vale
salientar a importancia de estudos ecoldgicos para entendimento da epidemiologia da leptospirose em
animais, principalmente quanto a distribuicdo de diferentes sorovariedades caracteristicas de espécies
silvestres, que podem estar presentes em espécies domésticas.

Nesse sentido, Gomes et al. (2017) também constataram a presenca de roedores reagentes a
diferentes sorovares de Leptospira spp., sendo trés da espécie silvestre brasileira Rhipidomys spp., e
enfatizaram que, embora este seja um roedor com habitos arboreos, pode carrear a leptospira pelos ambientes
por onde passa, ¢ mesmo que esta espécie de roedor ndo mostre sintomas, ele pode eliminar a bactéria
através da urina por longo prazo, contaminando o solo e cursos de agua, infectando outros animais e
humanos.

Desta forma nota-se que a leptospirose estd associada ao ambiente, uma vez que doenga de
ocorréncia endémica é restrita a focos naturais bem definidos, seus picos epidémicos sdo relacionados a
alteragOes desordenadas de origem antropica do sistema ecoldgico, que ao avangar sobre novos ecossistemas,
podem gerar grandes mudangas no ambiente natural, levando disseminag@o de leptospiras em novas areas ¢ a
novos hospedeiros, podendo atingir inclusive a populagdao humana (MASCOLLI, 2001).

Para controle da leptospirose bovina, na pratica veterindria, recomenda-se a vacinacao sistematica do
rebanho, antibioticoterapia para tratamento de animais doentes e eliminagdo de excesso de agua do ambiente
(DE NARDI, 2005). Dentre estas medidas sanitarias, destaca-se a vacinagdo como a mais importante, pois
ela proporciona imunidade humoral aos animais, protegendo-os contra a manifestagdo dos sinais clinicos da
leptospirose, e auxiliando no controle da doenga transmitida entre os animais (ARDUINO et al., 2009).

As vacinas disponiveis para bovinos atualmente no mercado brasileiro caracterizam-se por serem
culturas de leptospiras inativadas acrescidas de adjuvantes e compostas pelos sorovares com maior
prevaléncia nos estudos efetuados no pais, sendo muito comum adquirir bacterinas pentavalentes,
hexavalentes, com oito e com dez sorovares, incluindo principalmente os sorogrupos Pomona,
Icterohaemorrahagiae (sorovares Copenhageni e Icterohaemorrahagiae), Sejroe (sorovares Hardjo ¢ Wolffi),
Canicola, Grippotyphosa, Australis (sorovares Australis e Bratislava), Pyrogenes ¢ Tarassovi. (ARDUINO,
2005; MAPA, 2014; SONADA et al., 2018).
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Nesse contexto, chama-se a atengdo para os sorovares Guaricura e Hebdomadis, que ndo sdo
encontrados nas vacinas comercializadas no Brasil, ¢ para o sorovar Tarassovi, o qual é encontrado em duas
vacinas em ambito nacional (Tabela 4), uma vez que estes sorovares podem estar no ambiente sendo
transmitidos entre os bovinos ou por outras espécies domésticas e silvestres, sem ter relagdo com titulos
vacinais, tornando os animais sensiveis a infec¢do por estes sorovares, € consequentemente, levando a
presenca de altos titulos de anticorpos no MAT.

Por nao haver obrigatoriedade na vacinagdo contra leptospirose, os animais s6 sdo vacinados quando
h& perdas economicas associadas com casos clinicos da doenca, ou mediante resultados de testes
diagndsticos positivos. Por isso, geralmente, animais destinados para corte no Brasil ndo sdo vacinados,
portanto o uso da vacina como forma preventiva, ainda € restrito a alguns produtores; haja visto que as
vacinas comercializadas no Brasil possuem sorovares com pouca importancia epidemiologica para bovinos,
gerando falhas na imunidade e aumento de custos desnecessarios, além da interferéncia no diagndstico.

Bolin (2003) e Chiareli et al. (2012) destacaram o diagndstico de leptospirose realizado mediante
aplicagdo da técnica de MAT apresenta algumas limitagdes, tais como, anticorpos com reagdes cruzadas
entre alguns sorovares com base no parentesco entre eles, ndo permitindo a identificagdo do gendtipo
especifico; os bovinos desenvolvem baixos niveis de anticorpos aglutinantes (100 a 400) em resposta a
vacinagdo, levando a interferéncias no diagnostico por titulos de anticorpos induzidos pela vacinagdo,
gerando uma perda de consenso entre o titulo de anticorpos e os indicativos de infec¢do ativa, no qual titulo
aglutinante superior ou igual a 100 ¢ considerado significante por muitos pesquisadores, devendo haver
cautela e total consideragdo do quadro clinico e historico de vacinagao.

Apesar de ser indicada pela eficiéncia no controle da leptospirose bovina, a vacinagdo pode causar
interferéncia em testes sorologicos para o diagnostico da doenga, uma vez que as vacinas anti-leptospiras sao
produzidas com antigenos inativados, os quais sdo imunogenos fracos, gerando resposta imune apenas do
tipo humoral, conferindo principalmente uma protecdo por anticorpos da classe IgG que atuam nos epitopos
presentes no envelope externo do microrganismo, apresentando baixo titulo de anticorpos que persistem por
um curto periodo de tempo (ARDUINO et al.. 2009; CHIARELI et al., 2012).

Neste estudo ndo foi possivel avaliar se os animais eram vacinados ou ndo contra leptospirose, uma
vez que as coletas foram realizadas em frigorificos e ndo se pdde verificar o historico do controle sanitério
durante a criagdo desses animais. Contudo, diante da alta frequéncia de bovinos reagentes com alto titulo de
anticorpos para alguns sorovares ndo encontrados na vacina, acredita-se que a resposta humoral dos bovinos,
nessa pesquisa, pode estar relacionada ao processo infeccioso do animal causado pelo agente bacteriano
disseminado no ambiente.

Quanto ao sorovar Hardjoprajitno, um dos mais encontrados nos bovinos reagentes no teste MAT no
titulo de 1:100, apresentou menor frequéncia de animais reagentes com altos titulos de anticorpos e alta
frequéncia de animais reagentes ao titulo de 100 (Tabela 3), acredita-se que este sorovar pode estar
desempenhando resposta imunoldgica no animal através de reacdo cruzada com outros sorovares que
também estdo infectando o animal ou que estdo promovendo a reagdo vacinal. Contudo, apesar de todas as

vacinas comercializadas no mercado conterem o sorovar Hardjo na sua formulacdo, apenas alguns
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laboratdrios informam se a cepa utilizada ¢é referente ao sorovar Hardjobovis ou ao Hardjoprajitno, uma vez
sdo de espécies diferentes, mas por apresentarem o mesmo sorogrupo, podem induzir ocorréncia de
reatividade cruzada.

Para Tabata et al. (2002) e Chiarelli et al. (2012) reagdes cruzadas podem ocorrer entre sorovares de
um mesmo sorogrupo, as quais ocorrem quando um animal infectado com um sorovar, provavelmente vai ter
anticorpos contra o sorovar infectante e reagir cruzadamente com outro sorovar do mesmo sorogrupo ou com
caracteristicas antigénicas similares; ou com uma reativagdo da resposta imune direcionada a sorovares que
ndo estejam presentes na vacina; impossibilitando o diagnostico preciso referente ao agente infectante no
teste MAT.

A reatividade cruzada ocorre principalmente com os sorovares Hardjo e Wolffi conforme observado
por Nardi Junior et al. (2003) quando trabalharam com uma vacina que ndo continha o sorovar Wolffi em sua
composi¢do. Tabata et al. (2002) também confirmaram essa descricdo quando trabalharam determinando a
protecdo cruzada entre os sorovares Wolffi, Hardjo e Guaricura em hamsters (Mesocricetus auratus).

Devido a natureza restrita dos sorovares presentes na vacina e a potencial presenca de sorovares
locais diferentes daqueles contidos na sua formulagdo, vacinas comerciais sdo apenas parcialmente efetivas
(ADLER; MOCTEZUMA, 2010). Para uma maior eficiéncia da vacinagdo, ¢ importante que haja a
identificacdo da variante sorologica, haja visto que a imunidade adquirida € sorovariedade especifica,
portanto a vacinagdo protege apenas contra os sorovares homologos ou semelhantes antigenicamente
(ARDUINO et al., 2009).

Desta forma, estudos como estes de inquéritos sorologicos da leptospirose bovina, € até mesmo
isolamentos, tornam-se necessarios para determinar a ocorréncia de novos sorovares, que podem ser
provenientes de espécies silvestres, proporcionando o conhecimento da situagdo local, com a finalidade de
desenvolver testes diagndsticos € vacinas mais especificas € com maior eficacia, promovendo um melhor

controle da doenca.

CONCLUSAO

Na regiao do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, a leptospirose esta presente em alta frequéncia em
bovinos causada por sorogrupos ndo especificos dessa espécie, indicando a baixa utilizagdo ou ineficiéncia
das medidas de controle. Além disso, alerta-se para o risco de saude publica, principalmente para os

trabalhadores rurais e magarafes que estdo em contato direto com esses animais.
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Tabela 1. Frequéncia de bovinos reagentes ao MAT de acordo com os municipios de origem da regido do

Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, Minas Gerais, 2018.

BOVINOS
MUNICiPIO TOTAL DE ANIMAIS REAGENTES
AMOSTRAS N (%)
Uberlandia 65 52 (80,0)
Monte Alegre 57 35(61,4)
Ituiutaba 47 39 (83,0)
Santa Vitdria 77 63 (81,8)
S&o Francisco De Sales 3 2 (66,7)
Frutal 40 27 (67,5)
Verissimo 10 10 (100)
Santa Juliana 22 11 (50)
Abadia Dos Dourados 2 1(50)
Serra Do Salitre 33 15 (45,5)
Estrela Do Sul 7 6 (85,7)
Patos De Minas 9 6 (66,7)
TOTAL 372 267 (71,8)
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653  Tabela 2. Frequéncias absoluta e relativa de bovinos reagentes por sorogrupo ¢ sorovares no MAT em titulos

654 > 100, nos municipios da regido do Triangulo Mineiro ¢ Alto Paranaiba, Minas Gerais, 2018.

FREQUENCIA ABSOLUTA E RELATIVA FREQUENCIA ABSOLUTA E
SOROGRUPO SOROVARES (%) BOVINOS REAGENTES POR RELATIVA (%) BOVINOS
SOROVARES REAGENTES POR SOROGRUPO
Hardjoprajitno 109 (40,8) °

, Guaricura 98 (36,7) ° a

Sejroe . c 231 (86,5)
Sejroe 16 (6,0)
Wolffi 8(3,0)°

Tarassovi Tarassovi 161 (60,3) b 161 (60,3) b

Hebdomadis Hebdomadis 78(29,2) 78(29,2) €
Djasiman Djasiman 21(7,9)¢ 21(7,9) d
Canicola Canicola 16 (6,0) 16 (6,0) *
Ballum Castellonis 12(4,5)°¢ 12 (4,5)

Copenhageni 9(3,4)°
Icterohaemorrhagiae P & ) ( )C 10(3,7) d
Icterohaemorrhagiae 1(0,
) Australis 3(1,1)¢ d
Australis . c 5(1,9)
Bratislava 2(0,7)
Bataviae Bataviae 4(1,5)°¢ 4(1,5) d
Pomona Pomona 3(1,1)°¢ 3(1,1) d
Cynopteri Cynopteri 1(0,4)° 1(0,4) d
Javanica Javanica 1(0,4) ¢ 1(0,4) d
655 Legenda: Valores seguidos de letras semelhantes, na mesma coluna, ndo apresentam diferengas significativas (p > 0,05); valores
656 com letras diferentes, na mesma coluna, apresentam diferenga significativa entre eles (p > 0,05).
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664  Tabela 3. Resultados de titulacdo (titulos de 200 a 3.200) do MAT por sorogrupo e sorovares em bovinos

665  dos municipios da regido do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, Minas Gerais, 2018.

MUNICiP10S

TiTULOS

SOROGRUPOS/ SOROVARES REAGENTES TESTE TITULACAO MAT

TAR

SEJROE

HEBD

CAN

ICTERO

BALLUM

Tar

Guari

Hp

Sej

Wol

Hebd

Can

Cop

Cast

Uberlandia

200
400
800
3200

14
5

R RN

Monte Alegre

200
400
800
1600
3200

N O O

R P, N O

w |

N W

ltuiutaba

200
400
800
1600

== oN

= W

Santa Vitéria

200
400
800
1600

[N
N(.U_b

w b

Sdo Francisco de Sales

200

Frutal

200
400
800

Verissimo

200
800

Santa Juliana

200
400
800

R Rk oo k|

Serra do Salitre

200
400
1600

Estrela do Sul

200
400
800

Patos de Minas

200

RPN NP RN

TOTAL DE ANIMAIS REAGENTES

98

23

10

15

11

666 Legenda: Can — Canicola; Cast — Castellonis; Cop — Copenhageni; Guari — Guaricura; Hp — Hardjoprajitno; Hebdo — Hebdomadis;
667 Sej — Sejroe; Taras — Tarassovi € Wol — Wolffi.
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676  Tabela 4. Principais vacinas comercializadas contra leptospirose bovina no Brasil.

VACINA . LABORATORIO SOROVARES
(nome comercial)
CATTLEMASTER® , , , _
ZOETIS Canicola; Grippotyphosa; Hardjo; Icterohaemorrhagiae ¢ Pomona
GOLD FP 5/L5
CATTLEMASTER® ) ) ) )
ny ZOETIS Canicola; Grippotyphosa; Hardjo; Icterohaemorrhagiae e Pomona
+
HIPRABOVIS® LEPTO HIPRA Wolffi; Hardjo; Icterohaemorrhagiae; Bratislava e Pomona
LEPTO-BAC® 6 ZOETIS Pomona; Grippotyphosa; Canicola; Icterohaemorrhagiae; Wolffi e Hardjo
Leptovac-6 CEVA Hardjo; Pomona; Wolffi; Canicola; Grippotyphosa e Icterohaecmorrhagiae
Poliguard VALLE Pomona, Wolfii, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Canicola e Grippotyphosa
Pomona; Wolffi; Hardjo; Tarassovi; Icterohaemorrhagiae; Canicola e
BOVISAN TOTAL Se SANTA HELENA )
Grippotyphosa
Hardjo; Icterohaemorrhagiae; Copenhageni; Pomona; Grippotyphosa;
LEPTOVACIN BIOVET ! £ P s PPOLP
Bratislava e Canicola
BIOGENESIS Bratislava; Canicola; Grippotyphosa; Icterohaemorrhagiae Copenhageni;
BIOLEPTOGEN®

Bovigen® Repro Total SE

Leptoven 10

BAGO Pomona; Hardjo e Tarassovi
Pomona; Wolffi; Hardjoprajitno; Icterohaemorrhagiae; Canicola;
VIRBAC ) ) ) )
Copenhageni; Bratislava ¢ Hardjobovis
Icterohaemorrhagiae; Canicola; Copenhageni; Pomona; Wolffi;
VENCOFARMA

Grippotyphosa; Tarassovi; Hardjo, Pyrogenes ¢ Bataviae

677
678
679 LISTA DE FIGURAS

680  Figura 1. Distribui¢do dos sorovares mais frequentes, em bovinos reagentes no MAT, por municipios da

681  regido do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, Minas Gerais, 2018.

Legenda
[] outros municipios Sorovares mais frequentes
“'g\ﬁ*' I ~badia dos Dourados @ Batavie
4 & B =stela do Sul @ Canicola
: - . o ® Copenhageni
o 20 40 120 180 I tuiutaba @ Guaricura
I monte Alegre de Minas @ Hardjoprajitno
Fonte: Pesquisa de Campo/IBGE I Patos de Minas W [Hetomiadis
Sistema de Coordenadas Geograficas B sso Francisco de Sales O  sejroe
Datum: SIRGAS 2000 B s=nta Juliana @& Tarassovi
Elab: MACHADO, S. L. D B Santa Visria @ werm
Data: Fev/18 I serra do Salitre
I uveriandia
I verissimo
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CAPITULO III

Identificacio soroldgica e molecular da primeira estirpe de Leptospira kirschneri sorogrupo

Grippotyphosa isolada da urina de bovino em Minas Gerais, Brasil

(Capitulo em formato de artigo cientifico para posterior submissao)
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Identificacfio sorologica e molecular da primeira estirpe de Leptospira kirschneri sorogrupo Grippotyphosa

isolada da urina de bovino em Minas Gerais, Brasil

Pollyanna M. Soares” , Dayane O. Gomes’, Fernando P. Macedo®, Mayara M. Soares’, Karla R. Lemes”, Lauren H.

Jaeger”, Walter Lilenbaum®, Anna M. C. Lima®

* Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Laboratdrio de Doengas Infectocontagiosas, Universidade Federal
de Uberlandia, Uberlandia - MG, Brasil.

® Instituto Biomédico, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Universidade Federal Fluminense, Niteroi - RJ,
Brasil.
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RESUMO

A leptospirose ¢ uma zoonose de abrangéncia mundial causada por uma bactéria do género Leptospira que acomete
animais domésticos, inclusive bovinos. O estado de Minas Gerais possui um dos maiores rebanhos de bovinos no Brasil
e se destaca pela produgdo de leite e carne. Apesar de ser um estado de grande desenvolvimento na bovinocultura
brasileira, pouco se sabe sobre a epidemiologia da leptospirose em bovinos em Minas Gerais, devido a escassez de
pesquisas com isolamentos de estirpes de Leptospira. Nesse sentido, o objetivo desta pesquisa foi realizar a cultura de
372 amostras de urina e rim de bovinos oriundas das regides do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba (Minas Gerais,
Brasil), para proceder ao isolamento, e a caracterizagdo sorologica e molecular da estirpe isolada utilizando as técnicas
sorogrupagem, PCR utilizando o gene /ipL.32, genotipagem com os genes rrs e secY, e analise de VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats). Das culturas avaliadas, foi possivel isolar uma estirpe de Leptospira de apenas uma
cultura de urina, pertencente a um bovino macho destinado ao abate sem alteragdio no exame ante-mortem.
Posteriormente a estirpe isolada foi identificada como UFUOQ2 e caracterizada como Leptospira kirschneri sorogrupo
Grippotyphosa, sendo a primeiro relato de isolamento de uma estirpe com essas caracteristicas no estado de Minas
Gerais, Brasil. O sorogrupo identificado ¢ mais frequente em espécies silvestres, ¢ o fato de ser detectado na urina de
bovinos, indica a possibilidade de transmissdo entre espécies, destacando a importdncia dos isolamentos para o
conhecimento da epidemiologia da doenca nas areas pesquisadas, afim de estabelecer medidas de controle mais
efetivas.

Keywords: Leptospirose bovina. Grippotyphosa. Isolamento.

1. INTRODUCAO
A leptospirose ¢ uma doenga infectocontagiosa causada por espiroquetas pertencentes ao género Leptospira
sp., reportada no mundo todo, com maior frequéncia em paises tropicais, afetando o homem, animais silvestres e

domésticos, apresentando grande importancia para saide publica e animal (Desvars et al., 2011; Ellis, 2015).
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Em animais de produgdo, geralmente a leptospirose manifesta-se causando perdas produtivas relacionadas a
repeticdes de cio, abortos, natimortos, recém-nascidos fracos com diminui¢do da taxa de crescimento (Adler;
Moctezuma, 2010; Director et al., 2014).

A leptospira entra no hospedeiro através de lesdes na pele e mucosas, invadindo a circulagdo sanguinea
(leptospiremia) e se espalhando por todo o organismo do animal. Apds esta fase inicial, a leptospira se instala nos
tubulos renais dos animais infectados, sendo excretada por longos periodos através da urina (leptospitiria), promovendo
a contaminacdo do ambiente ¢ de outros animais (Ellis, 2015; Rocha et al., 2017).

O teste de Soroaglutinagdo microscopica (MAT) ¢ considerado de referéncia entre os varios métodos
soroldgicos para diagndstico de leptospirose em animas, o qual detecta as imunoglobulinas M e G aglutinantes,
apresentando algumas limita¢des, devido a ocorréncia de rea¢des cruzadas entre espécies do género leptospira com
caracteristicas antigénicas similares, inviabilizando um diagnoéstico preciso do agente infectante, além de necessitar da
manuten¢do de um grande painel de culturas patogénicas de leptospira e representar risco de infecgdo a técnicos que
realizam este teste (Sugunan et al., 2004; Chiareli et al., 2012; Niloofa et al., 2015).

Desta forma, o isolamento e identificacdo de estirpes de leptospiras que infectam os rebanhos bovinos
brasileiros sdo necessarios para obter um diagnostico definitivo, permitindo o fornecimento de dados para estudos
epidemioldgicos e principalmente para nortear desenvolvimento de meios profilaticos de controle da leptospirose
bovina, diminuindo o risco da transmissdo zoonética por meio do contato com animais naturalmente infectados.

Minas Gerais destaca-se na bovinocultura de corte por ser o quinto estado que mais abate bovinos no Brasil, e
principalmente na bovinocultura de leite, por ser o estado que mais produz leite no territério brasileiro, ocupando o
quinto lugar no ranking de producdo mundial (Brasil, 2016). No entanto, hd poucos estudos sobre isolamento e
caracterizagdo da leptospira em bovinos no estado, desconhecendo-se as principais estirpes de leptospira que afetam
esta espécie e consequentemente os aspectos epidemiologicos da leptospirose bovina em Minas Gerais.

Os estudos ja realizados com isolamento no estado verificaram a presenga do sorovar Hardjoprajitno, adaptado
a bovinos e pertencentes ao sorogrupo Sejroe (Moreira, 1994; Chiareli et al., 2012, Cosate et al., 2017). No entanto,
Pinto et al. (2017) relataram a necessidade de elucidar o verdadeiro papel de outras estirpes (ndo-Hardjo) na
determinagéo de doengas ou da transmissdo em bovinos livres de sinais clinicos aparentes de infec¢do aguda.

Nesse sentido, para averiguar a possibilidade de ocorréncia de estirpes que ja foram isoladas ou novas estirpes
no estado de Minas Gerais e expandir o conhecimento sobre a epidemiologia da doenga no estado, o objetivo deste
estudo foi realizar a cultura de 372 amostras de urina e rim de bovinos oriundas das regides do Tridngulo Mineiro e Alto
Paranaiba (Minas Gerais, Brasil), e posteriormente proceder ao isolamento e a caracteriza¢ao sorolégica e molecular das

estirpes de Leptospira isoladas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animas (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) sob n° de protocolo 018/16.

Foram colhidas amostras de urina e rim de 372 bovinos abatidos em dois frigorificos situados na regido do
Tridngulo Mineiro, de diferentes idades e ambos os sexos, sem alteragdo no exame ante-mortem e sem informacao
sobre 0 manejo sanitario desses animais, principalmente quanto a vacinagdo contra leptospirose. Estes animais eram
oriundos de 15 propriedades localizadas em 12 municipios da regido do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, do estado

de Minas Gerais, Brasil.

2.2. Preparo de amostras de urina e rim para isolamento

O preparo das amostras de rim e urina para isolamento foi realizado em capela de fluxo laminar no Laboratério
de Doengas Infectocontagiosas (LADOC) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

As amostras coletadas de cada rim foram cortadas, aleatoriamente, em trés por¢des (do cortex a medula renal)
e maceradas em 3,0mL de salina até a obten¢do de um caldo, posteriormente, 1,0mL do caldo das amostras de cada rim
e 1,0mL das amostras de urina foram inoculadas em tubos com 5,0mL de meio de cultura estéril EMJH (Difco
Laboratories, Detroit, Estados Unidos), conforme descrito por Faine et al. (1999), com adi¢do dos antibidticos 5-
fluoruracil (300 mg/L) e 4cido nalidixico (20 mg/L), em trés diluicdes 107, 102 e 107, e encaminhadas para
armazenamento em estufa a 30°C, conforme descrito por Miraglia et al. (2009) com adaptagdes no protocolo.

Apds uma semana, procedeu-se a leitura das amostras em meio EMJH com antibidtico com o auxilio de um
microscopio optico de campo escuro (Zeiss, Standort Gottingen, Vertrieb, Alemanha). As amostras contaminadas foram
descartadas, e as demais que apresentaram campo limpo e estruturas parecidas com leptospiras, foram repicadas em
alicotas de 0,5mL para tubos com 5SmL de meio EMJH sem a adigdo de antibidticos e armazenadas em estufa a 30°C.
Este procedimento foi repetido semanalmente.

As amostras com estruturas semelhantes a leptospiras foram repicadas em duplicata, sendo um tubo estocado
no laboratério da UFU em estufa a 30°C, repicado semanalmente, do qual foi retirada uma alicota de 1500pL para
dilui¢do em 37,5uL de Dimetilsulféxido ou sulfoxido de dimetilo (DMSO) com posterior congelamento em nitrogénio
liquido; e um tubo enviado para o Laboratorio de Bacteriologia da Universidade Federal Fluminense (UFF) para

verificagdo da estrutura, e posteriores testes de sorogrupagem e PCR.
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2.3. Sorogrupagem

Os isolados foram submetidos a técnica sorogrupagem, no Laboratorio de bacteriologia da Universidade
Federal Fluminense (UFF). Nesta técnica utilizam-se antissoros conhecidos para determinar a qual sorogrupo o isolado
pertence (Dikken; Kmety, 1978). Portanto, foi utilizado um painel de antissoros incluindo 32 sorovares representando
28 sorogrupos (de Royal Tropical Institute - KIT, Amsterda), colocados na presenga do isolado. Sendo considerado

infectante, o sorogrupo, cujo soro reciproco apresentou maior titulo.

2.4. Protocolo de PCR realizado no Laboratoério de Bacteriologia Veterinaria da UFF
2.4.1 Extragcdo de DNA e Reacido em cadeia da polimerase (PCR)

As culturas de Leptospira sp. com crescimento bacteriano entre 107 a 10° células/mL foram submetidas a
extracdo de DNA com Wizard SV Genomic DNA Purification System® (Promega) conforme instru¢des do fabricante.
A PCR convencional com o gene /ipl.32 foi realizada para deteccdo de leptospiras do grupo patogénicas, com os
primers lipL32-45F (5'-AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG-3') e LipL32-286R (5'-GAA CTC CCA TTT CAG CGA
TT-3") (Stoddard et al. 2009). A reacdo foi realizada com volume final de 25 pL , contendo 10 X de Buffer, 2,5 mM de
MgCl2, 0,6 picomol de cada primer, 25 mM de dNTPs, 1 U de GoTaq® DNA Polymerase (Promega) ¢ 30 ng de DNA
extraido da amostra. As amplifica¢des foram realizadas com uma desnaturagao inicial de 94°C (2 min), seguido de 40
ciclos de 94°C (30 seg), 52°C (30 seg) e 72°C (1 min), e extensdo final de 72°C (5 min).

Para determinar a espécie de Leptospira foi realizada por meio de PCR e sequenciamento nucleotidico dos
genes rrs (16S tRNA) e secY. Os primers utilizados para a amplificacdo do gene rrs foram 16S fD1 (5’-AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG-3’) e 16S rP2 (5’-ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT-3’) (Weisburg et al. 1991). A
reagdo foi realizada com volume final de 50 pL, contendo 10X de Buffer, 2,0 mM de MgCl12, 0,6 picomol de cada
primer, 25 mM de dNTPs, 0,5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) ¢ 30 ng de DNA extraido da amostra. As
amplificagdes foram realizadas com uma desnaturacdo inicial de 95 °C (5 min), seguido de 35 ciclos de 95 °C (2 min),
42 °C (30 seg) e 72°C (3 min), e extensdo final de 72°C 10 min. Os primers utilizados para a amplificagdo parcial do
gene secY foram secYF (5’-ATG CCG ATC ATT TTT GCT TC-3") e secYR (5’-CCG TCC CTT AAT TTT AGA CTT
CTT C-3’), desenhados pos Ahmed et al. (2006). A reacdo foi realizada com volume final de 50 pL, contendo 10X de
Buffer, 1,5 mM de MgCI2, 0,6 picomol de cada primer, 25 mM de dNTPs, 0,5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen)
e 30 ng de DNA. O programa de temperaturas incluiu: uma desnaturagdo inicial de 95 °C por 5 min, seguido de 35

ciclos de 94 °C (30 seg), 58 °C (30 seg), 72°C (1 min), e extensao final de 72 °C (7 min).
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A eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando o corante GelRed (Invitrogen), foi realizada e os resultados
foram visualizados sob luz ultra violeta. A estirpe Fiocruz L1-130 foi utilizada como controle positivo. Foram incluidos

controles negativos da extracdo e da PCR.

2.4.2. Sequenciamento nucleotidico e inferéncias filogenéticas

Os produtos de PCR foram purificados com Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). A reagio
de sequenciamento nucleotidico foi realizada utilizando o BigDye Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems). O
sequenciamento nucleotidico do gene rrs incluiu a utilizagcdo de primers internos, Leptol6SF1 (5’-GGC GGY GCT
CTT WAW CAT-3’) e Leptol6SR2 (5°’-ATC CCG TTC ACT ACC CAC GC-3’) (Fenner et al. 2010), além dos
anteriormente descritos. A eletroforese capilar foi realizada em um sequenciador automatico ABI 3730 (Applied
Biosystems). As sequéncias foram editadas utilizando os programas BioEdit v.7.0.4. (Hall, 1999) e MEGA v.6 (Tamura
et al., 2013). As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias referéncia do banco mundial de sequéncias do
National Center for Biotechnology Information (GenBank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando a ferramenta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). A arvore filogenética foi construida
utilizando o método da Méaxima Verossimilhanga (bootstrap de 1.000 replicatas), modelo de substitui¢do Kimura 2-

parametros, utilizando o software MEGA v.6 (Tamura et al., 2013).

2.4.3. Variable-Number Tandem-Repeat (VNTR)

A técnica do VNTR teve o objetivo de genotipar a estirpe de leptospira estudada. O protocolo utilizado para L.
interrogans/ L. kirschneri envolveu trés alvos genéticos: VNTR4 (primers F 5’-CAA AAT CAG TCA CTA CCC TG-3’
e R 5’-CTT TGT TGG AGC GCA ATC TC-3’); VNTRT7 (primers F 5’-TCA TCT GCT CCG GAG ATT CG-3’ e R 5°-
TCC CTC CAC AGG TTG TCT TG-3’); e VNTRI10 (primers F 5-TCC AAA ATT CAG CCC TCA AG-3’ e R 5°-
GAC GCT TGG CAT TTG TAT CC-3’), conforme Majed et al. (2005). A reagdo foi realizada com volume final de 25
uL, contendo 10X de Buffer, 1,5 mM de MgCl2, 0,6 picomol de cada primer, 25 mM de dNTPs, 0,5 U de Taq
polymerase (Amersham) e 30 ng de DNA. O programa de temperaturas incluiu: uma desnaturacdo inicial de 94°C (5
min), seguido de 35 ciclos de 94°C (30 seg), 55°C (30s) e 72°C (1 min e 30 seg), e extensdo final de 72°C (10 min). A
eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando o corante GelRed (Invitrogen), foi realizada e os resultados foram
visualizados sob luz ultra violeta. O nimero de repeticdes de cada alvo de VNTR foi calculado conforme Salaiin et al.

(2006).
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3. RESULTADOS

No processo de isolamento, dos 372 tubos com cultura de amostras de urina e dos 372 com cultura de amostras
de rim, apenas trés tubos de urina e 23 de rim foram encaminhadas para o Laboratério de Bacteriologia da UFF, porém
s foi possivel o isolamentode Leptospira em apenas um tubo com cultura de amostra de urina, pertencente a um bovino
macho criado em sistema de confinamento na regido do Triangulo Mineiro, a qual apresentou um titulo de 25.600 no
teste de sorogrupagem para o antissoro pertencente ao sorogrupo Grippotyphosa. Sete tubos apresentaram estruturas
semelhantes a leptospiras, desses, cinco responderam ao PCR, porém, mesmo com a utilizagdo dos antibidticos, o nivel
de contaminacdo foi alto, tornando o isolamento inviavel nessas amostras.

A estirpe isolada identificada como UFUOQ2, apresentando uma PCR positiva para o alvo /ipL32, responsavel
pela deteccdo de leptospiras patogénicas. Essa estirpe foi identificada a nivel de espécie como Leptospira kirschneri no
sequenciamento nucleotidico do gene rrs; e pela genotipagem pelo gene secY permitiu a determinagdo de 100% de
similaridade com a estirpe LT1014 L. kirschneri sorovar Galtoni (nimero de acesso no GenBank EU358025), sendo
possivel confirmar a espécie L. kirschneri, através desse alvo genético (Figura 1). A genotipagem realizada pela técnica

do VNTR determinou o gen6tipo VNTR4=2, VNTR7= 14 ¢ VNTR10= 10 para estirpe estudada.

Figura 1: Arvore filogenética do gene secY (método Maxima Verosimilhanga, bootstrap de 1.000 replicatas).
Quadrado: estirpe UFUO02.
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4. DISCUSSAO

A caracterizagdo sorologica da estirpe isolada UFUO2 permitiu identifica-la como pertencente ao sorogrupo
Grippotyphosa, enquanto a caracterizacdo molecular por sequenciamento parcial dos genes secY e rrs, a identificou
como genomoespécie L. kirschneri, com uma alta similaridade com sorovar Galtoni estirpe LT1014 de acordo com a
sequencia de nucleotideos do gene secY.

O sequenciamento pelo gene secY do DNA extraido de leptospiras isoladas de amostras clinicas permitem uma
triagem simples e rapida com a identificagdo do sorovar presuntivo, sendo realizado em isolados de amostras clinicas de
origem humana e atualmente ¢ muito utilizado em isolados de amostras animais através de classificagdes filogenéticas
da Leptospira (Bourhy et al., 2013; Hamond et al., 2016).

A estirpe LT1014 (sorovar Galtoni) foi isolada pela primeira vez nos rins de uma vaca em 1964 na provincia
de Azul, na Argentina, conforme Tedesco et al. (1969), sendo inserida dentro do sorogrupo Canicola, diferenciando dos
resultados encontrados nesse estudo, o qual detectou a estirpe isolada UFU02 como pertencente ao sorogrupo
Grippotyphosa em alta titulagdo, ndo apresentando reatividade para o antissoro do sorogrupo Canicola.

Devido ao sequenciamento parcial pelo gene secY ser similar ao sorovar Galtoni (estirpe LT1014) e diante das
diferencas nos resultados de sorogrupagem da estirpe isolada nesse estudo com a LT1014, pode-se afirmar que
geneticamente a estirpe UFUO02 ¢ muito similar a LT1014, porém ndo sdo as mesmas estirpes, pois teriam que responder
a0 mesmo sorogrupo, o que nao foi verificado nesse estudo.

Essas diferencas encontradas, reforcga a tese de Levett (2001) e Cosate et al. (2017), de que a classificagdo dos
sorovares de Leptospira baseada em regides gendmicas muitas vezes ndo corresponde a sua classificacdo na analise
soroldgica. Para superar essa limitagdo, técnicas de biologia molecular estdo sendo utilizadas, tais como a analise em
PCR usando o VNTR, a qual demonstra ser promissora na distingdo dos sorovares de Leptospira (Ahmed et al., 2015).

Nesse estudo além da analise molecular por PCR e sequenciamento nucleotidico dos genes rrs (16S rRNA) e
secY para determinar a espécie da estirpe isolada, a técnica de VNTR também foi utilizada e permitiu verificar um
perfil diferente da estirpe LT1014 (VNTR4=1, VNTR7=1, ¢ VNTR10=16), bem como, das estirpes pertencentes ao
sorogrupo Grippotyphosa conforme a caracterizacdo molecular realizada por Salaiin et al. (2006).

Um novo padrdo de VNTR foi encontrado para estirpe UFUO02 (L. Kirschneri sorogrupo Grippotyphosa),
sugerindo uma alta heterogeneidade existente entre as estirpes deste sorogrupo. Essa heterogeneidade ndo foi observada
por Hamond et al. (2016) que isolaram pela primeira vez uma estirpe de L. kirschneri sorogrupo Grippotyphosa da urina
de uma égua apds aborto, que ao ser caracterizada, apresentou um perfil proximo ao da estirpe Moskva V, isolada

anteriormente, em humano na Russia.
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Feresu et al. (1995), em Zimbabwe, na Africa, também isolaram dos rins de bovinos uma estirpe L. kirschneri
sorogrupo Grippotyphosa, e afirmaram que ela seria semelhante antigenicamente aos sorovares Ratnapura,
Grippotyphosa e Valbuzzi, também pertencentes ao mesmo sorogrupo. Enquanto, Delooz et al. (2017), no sul da
Bélgica, isolaram de um pool de amostras de baco, rim, figado e fragmento de placenta de fetos ictéricos abortados
congenitamente infectados por Leptospira estirpes pertencentes a L. interrogans sorogrupo Australis e L. kirschineri
sorogrupo Grippotyphosa, ¢ associaram essas estirpes como causadoras da icericia congénita.

No rebanho bovino brasileiro, nenhum dos isolados foi caracterizado como a estirpe UFUO2 (L. kirschneri
sorogrupo Grippotyphosa), sendo relatados apenas em pesquisas de outros paises. No entanto, outras estirpes ja foram
isoladas em alguns estados brasileiros.

No estado do Rio de Janeiro foi isolado a partir da urina e fluido vaginal de bovinos abatidos (livres de sinais
clinicos aparentes no exame ante-mortem), os sorogrupos Autumnalis ¢ Panama pertencente a espécie de L. noguchi
(Martins et al., 2015); cinco estirpes pertencentes a L. santarosai sorogrupo Sejroe com alto nivel de homologia com o
sorovar Guaricura (Loureiro et al., 2016); Sarmin, Tarassovi, Shermani, Grippotyphosa e Sejroe pertencentes as
espécies Leptospira santarosai, L.alstonii e L. interrogans (Pinto et al., 2017). No Parand, Chideroli et al. (2016) e
Chideroli et al. (2017) isolaram da urina de vacas naturalmente infectadas, estirpes pertencentes ao sorogrupo Sejroe,
tais como L. borgpetersenii sorovar Hardjobovis e uma de L. interrogans sorovar Hardjoprajtino, respectivamente.

Segundo Pinto et al. (2017), a leptospirose em bovinos ocorre de forma assintomatica, em grande parte dos
casos, pelos sorovares adaptados ao hospedeiro, principalmente aos que pertencem ao sorogrupo Sejroe, com o sorovar
Hardjo (tipos Hardjoprajitno e Hardjobovis). Porém, eles relataram que 57,9% dos isolados obtidos ndo pertenciam ao
sorogrupo Sejroe, indicando uma grande variedade de sorogrupos obtidos de bovinos sem sinais clinicos aparentes e
destacando o desconhecimento sobre o real mecanismo de adaptagdo dessas estirpes de leptospiras aos bovinos, ndo
podendo ser negligenciada a possibilidade de serem mantidas por eles, devendo-se considerar este aspecto na
epidemiologia e controle da doenga.

Uma grande variedade de sorovares pertencentes ao sorogrupo Grippotyphosa foram relatados causando
infec¢des incidentais em bovinos em algumas partes do mundo (Adler, 2015).

No Brasil, as infecgdes incidentais causadas pelo sorogrupo Grippotyphosa tém como possiveis reservatorios
naturais, os marsupiais. Estudos soroldgicos de Caldas, Fehringer ¢ Sampaio (1992) mostraram que os marsupiais,
gambas (Didelphis marsupialis), e os ratos da espécie Rattus norvegicus foram reativos ao sorovar Grippotyphosa, tais
achados confirmam a afirmagdo de Faine et al. (1999), que relataram que os gambas podem viver no mesmo ambiente

que as espécies sinantropicas Rattus norvegicus, Rattus rattus € Mus musculus, que albergam e sdo reservatorios de
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Leptospira spp., promovendo a contaminagdo ambiental através do aumento da disseminag@o do agente patogénico ¢ a
manuten¢@o deste sorovar por varias espécies silvestres.

A leptospirose ¢ uma doenga de ocorréncia endémica, associada diretamente ao ambiente, podendo apresentar
picos epidémicos relacionados a alteragdes desordenadas do sistema ecoldgico causadas pela interferéncia humana, de
forma a gerar grandes mudangas no ambiente natural, atingindo novos ecossistemas ¢ promovendo a disseminagdo de
leptospiras em novas areas ¢ novos hospedeiros, inclusive na popula¢do humana (Mascolli, 2001).

Mgode et al. (2015) e¢ Barragan et al. (2016) demostraram através do isolamento de leptospiras,
respectivamente na Africa e no Equador, que os roedores, bovinos e suinos, sio importantes reservatérios e fontes de
transmissdo humana. Na regido Sul do Brasil, Cunha et al. (2016) e Balassiano et al. (2017) realizaram o isolamento de
L. kirschneri sorogrupo Pomona sorovar Mozdok em cdo e em humanos com leptospirose severa nos perimetros rural e
urbano, mostrando também a possibilidade de transmissdo da leptospira entre animais domésticos, silvestres ¢ humanos.

Em Minas Gerais, um estudo soroldgico realizado em amostras de pacientes humanos com suspeita de
leptospirose, verificou a presenga do sorovar Grippotyphosa (L. kirschneri sorogrupo Grippotyphosa) entre outros
sorovares, como sendo um dos mais comuns, com titulos acima de 800, demonstrando a sua disseminag@o na populagio
humana (Oliveira et al., 2017).

A Leptospira encontra-se circulante no meio ambiente entre diversas espécies de animais domésticos e
silvestres, inclusive em humanos, refor¢ando o conceito de one health. Devido a grande importancia da leptospirose
para satde publica e animal, a realizagdo de mais estudos sorologicos e de isolamento e identifica¢do das leptospiras sdo
necessarios para conhecer os aspectos epidemioldgicos da doenga no ecossistema local, averiguando possiveis fontes de
transmissdo e potenciais reservatorios de leptospira, a fim de promover o desenvolvimento de métodos de controle
efetivos e a conscientizagdo publica da doenga para populagdes de alto risco residentes na area rural (agricultores,
criadores de gado, pescadores, trabalhadores de matadouros) e na area urbana em contato com roedores peridomésticos
(Mgode et al., 2015; Barragan et al., 2016; Cunha et al., 2016; Balassiano et al. 2017; Oliveira et al., 2017).

No isolamento, sdo inumeras as dificuldades na obtengdo de resultados conclusivos por problemas de
contaminagdo com outros microorganismos, principalmente quando realizado com culturas de fontes ndo-estéreis, como
urina e tecidos fetais (Adler et al., 1986). Embora essas dificuldades também tenham ocorrido nesse estudo, foi possivel
isolar e a identificar da estirpe UFUO(2, caracterizada como L. Kirschneri sorogrupo Grippotyphosa.

E possivel concluir que esta estirpe UFUO02 foi isolada em bovino em Minas Gerais pela primeira vez,
constatando uma contaminagao no ambiente por leptospiras e risco de transmissdo para animais domésticos e silvestres,

inclusive humanos que convivem com esses animais.



266

267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
201
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303

80

5. REFERENCIAS

Adler, B., Faine, S., Christopher, W. L., Chappel, R. J., 1986. Development of an improved selective medium for isolation of leptospires from clinical

material. Vet. Microbiol. 12, 377-381. DOI: https://doi.org/10.1016/0378-1135(86)90087-8

Adler, B., Moctezuma, A.P., 2010. Leptospira and leptospirosis. Vet. Microbiol. 140, 287-296. DOLI: https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.03.012

Adler, B., 2015. Current Topics in Microbiology and Immunology: Leptospira and Leptospirosis. Springer Berlin Heidelberg: Germany. 295p.
Ahmed, N., Devi, S.M., Valverde, M.de L, Vijayachari, P., Machang'u, R.S., Ellis, W.A., Hartskeerl, R.A. 2006. Multilocus sequence typing method
for identification and genotypic classification of pathogenic Leptospira species. Ann Clin Microbiol Antimicrob. 5, 1-10. DOL:

https://doi.org/10.1186/1476-0711-5-28

Ahmed, A., Ferreira, A.S., Hartskeerl, R.A. 2015. Multilocus sequence typing (MLST): markers for the traceability of pathogenic Leptospira strains.

Methods Mol. Biol. 1247, 349-359. DOI: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0007093

Balassiano, I.T., Vital-Brazil, ].M., Ramos, T.M.V., Timm, L.N., Pereira, M.M., 2017. Molecular and serological characterization of Leptospira
kirschneri serogroup Pomona isolated from a human case in a Brazilian rural area. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 50, 396-398. DOL:

https://doi.org/10.1590/0037-8682-0445-2016

Barragan, V., Chiriboga, J., Miller, E., Olivas, S., Birdsell, D., Hepp, C., Hornstra, H., Schupp, J.M., Morales, M., Gonzalez, M., Reyes, S., De la
Cruz, C., Keim, P., Hartskeerl, R., Trueba, R., Pearson, T. 2016. High Leptospira Diversity in Animals and Humans Complicates the Search for

Common Reservoirs of Human Disease in Rural Ecuador. PLoS Negl. Trop. Dis. 10, 1-14. DOI: https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004990

Bourhy, P., Herrmann Storck, C., Theodose, R., Olive, C., Nicolas, M., Hochedez, P., Lamaury, 1., Zinini, F., Bremont, S., Landier, A., Cassadou, S.,
Rosine, J., Picardeau, M. 2013. Serovar diversity of pathogenic Leptospira circulating in the French West Indies. PLoS Negl. Trop Dis. 7, 1-10.

DOIL: https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002114

Brasil. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), Diretoria de Pesquisas, Coordenagdo de Agropecuaria. Pesquisa da Pecuaria
Municipal e Pesquisa trimestral do abate de animais de 2016, 2016.

Caldas, E.M., Fehringer, W.T., Sampaio, M.B., 1992. Aglutininas anti-leptospiras em Rattus norvegicus e Didelphis marsupialis, em Salvador, -
Bahia. Arq. Esc. Med. Vet.15, 4350.

Chiareli, D., Cosate, M.R.V., Moreira, E.C., Leite, R.C., Lobato, F.C.F., Silva, J.A., Teixeira, J.F.B., Marcelino, A.P., 2012. Controle da leptospirose
em bovinos de leite com vacina autdgena em Santo Anténio do Monte, Minas Gerais. Pesq. Vet. Bras. 32, 633-639. DOL:

https://doi.org/10.1590/S0100-736X2012000700008

Chideroli, R.T.; Pereira, U. P.; Gongalves, D. D.; Nakamura, A. Y.; Alfieri, A. A.; Alfieri, A. F.; Freitas, J. C. 2016. Isolation and molecular
characterization of Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo strain Hardjobovis in the urine of naturally infected cattle in Brazil. Genetics

Genet. Mol. Res.. 15, 1-7. DOI: https://doi.org/10.4238/gmr.15018473

Chideroli, R. T.; Gongalves, D. D.; Suphoronski, S. A.; Alfieri, A. F.; Alfieri, A. A.; De Oliveira, A. G.; De Freitas, J. C.; Pereira, U. P. 2017.
Culture Strategies for Isolation of Fastidious Leptospira Serovar Hardjo and Molecular Differentiation of Genotypes Hardjobovis and

Hardjoprajitno. Front. Microbiol. 8,1-8. DOI: https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02155

Cosate, M.R.V., Sakamoto, T., Mendes, T.A.O., Moreira, E.C., Silva, C.G.R., Brasil, B.S.A.F., Oliveira, C.S.F., Azevedo, V.A., Ortega, J.M., Leite,
R.C., Haddad, J.P., 2017. Molecular typing of Leptospira interrogans serovar Hardjo isolates from leptospirosis outbreaks in Brazilian

livestock. BMC Vet. Res., 13, 177. DOI: https://doi.org/10.1186/s12917-017-1081-9

Cunha, C.E.P., Felix, S.R., Seixas Neto, A.C.P., Campello-Felix, A., Kremer, F.S., Monte, L.G., Amaral, M.G., Nobre, M.O., Silva, E.F., Hartleben,
C.P., McBride, A.J.A., Dellagostin, O.A., 2016. Infection with Leptospira kirschneri Serovar Mozdok: First Report from the Southern

Hemisphere. Am. J. Trop. Med. Hyg. 94, 519-521. DOI: https://doi.org/10.4269/ajtmh.15-0505



https://doi.org/10.1016/0378-1135(86)90087-8
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.03.012
https://doi.org/10.1186/1476-0711-5-28
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0007093
https://doi.org/10.1590/0037-8682-0445-2016
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004990
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002114
https://doi.org/10.1590/S0100-736X2012000700008
https://doi.org/10.4238/gmr.15018473
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02155
https://doi.org/10.1186/s12917-017-1081-9
https://doi.org/10.4269/ajtmh.15-0505

304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

81

Delooz, L., Czaplicki, G., Gregoire, F., Dal Pozzo, F., Pez, F., Kodjo, A., Saecgerman, C. 2017. Serogroups and genotypes of Leptospira spp. strains

from bovine aborted foetuses. Transbound Emerg Dis. 1-8. DOL: https://doi.org/10.1111/tbed.12643

Desvars, A., Cardinale, E., Michault, A. 2011. Animal leptospirosis in small tropical areas. Epidemiol. Infect.139,167-188. DOI:

https://doi.org/10.1017/S0950268810002074

Dikken, H., Kmety, E. 1978. Serological typing methods of leptospires. Methods Microbiol., 11, 259-307. DOI: https://doi.org/10.1016/S0580-

9517(08)70493-8
Director, A., Penna, B., Hamond, C., Loureiro, A.P., Martins, G., Medeiros, M.A., Lilenbaum., W., 2014. Isolation of Leptospira interrogans
Hardjoprajitno from vaginal fluid of a clinically healthy ewe suggests potential for venereal transmission. J. Med. Microbiol. 51, 1234-1236.

DOI: https://doi.org/10.1099/jmm.0.065466-0

Ellis, W.A., 2015. Animal leptospirosis. Current topics. Microbiol. and Immunol. 387, 99-137. DOL: https://doi.org/10.1007/978-3-662-45059-8 6

Faine, S., Adler, B., Bolin, C.A., Perolat, P., 1999. Leptospira and leptospirosis. Melbourne : MediSci. 272p.
Fenner, J.S., Anjum, M.F., Randall, L.P., Pritchard, G.C., Wu, G., Errington, J., Dalley, C.G., Woodward, M.J., 2010. Analysis of 16S rDNA
sequences from pathogenic Leptospira serovars and use of single nucleotide polymorphisms for rapid speciation by D-HPLC. Res Vet Sci.

89,48-57. DOL https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2009.12.014

Feresu, S.B., Steigerwalt, A.G., Brenner, D. J. 1999. DNA relatedness of Leptospira strains isolated from beef cattle in Zimbabwe. Int. J. System.

Bacteriol. 49, 1111-1117. DOLI: https://doi.org/10.1099/00207713-49-3-1111

Hall, T.A., 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids. Symp. Ser.

41, 95-98. URI: http://brownlab.mbio.ncsu.edu/JWB/papers/1999Halll.pdf

Hamond, C., Martins, G., Bremont, S., Medeiros, M.A., Bourhy, P., Lilenbaum, W., 2016. Molecular Characterization and Serology of Leptospira
kirschneri (Serogroup Grippotyphosa) isolated from Urine of a Mare Post-Abortion in Brazil. Zoonoses Public Health. 63, 191-195. DOI:

https://doi.org/10.1111/zph.12224

Levett, P.N. Leptospirosis. 2001 Clin Microbiol Rev.14:296-326. DOI: https://doi.org/10.1128/CMR.14.2.296-326.2001

Loureiro, A. P.; Hamond, C.; Pinto, P.; Bremont, S.; Bourhy, P.; Lilenbaum, W. 2016. Molecular analysis of leptospires from serogroup Sejroe
obtained from asymptomatic cattle in Rio de Janeiro - Brazil reveals genetic proximity to serovar Guaricura. Res. Vet. Sci. v. 105, p. 249-253.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2016.02.012

Majed, Z., Bellenger, E., Postic, D., Pourcel, C., Baranton, G., Picardeau, M., 2005. Identification of variable-number tandem-repeat loci in

Leptospira interrogans sensu stricto. J. Clin. Microbiol.43, 539-545. DOL: https://doi.org/10.1128/JCM.43.2.539-545.2005
Martins, G., Loureiro, A.P., Hamond, C., Pinna, M.H., Bremont, S., Bourhy, P., Lilenbaum, W. 2015. First isolation of Leptospira noguchii

serogroups Panama and Autumnalis from cattle. Epidemiol Infect. 143, 1538-1541. DOI: https://doi.org/10.1017/S0950268814002416

Mascolli, R., 2001. Inquérito soroldgico para leptospirose, doenga de Lyme e leishmaniose em caes do municipio de Santana de Parnaiba, Sdo Paulo.
Colheitas efetuadas durante a campanha de vacinagao anti-rabica, no ano de 1999. Dissertagdo (Mestrado em Epidemiologia Experimental e
Aplicada as Zoonoses) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo. 140 p.

Mgode, G.F., Machang’u, R.S., Mhamphi, G.G., Katakweba , A., Mulungu, L.S., Durnez, L., Leirs, H., Hartskeerl, R.A., Belmain, S.R. 2015.
Leptospira Serovars for Diagnosis of Leptospirosis in Humans and Animals in Africa: Common Leptospira Isolates and Reservoir Hosts. PLoS

Negl Trop Dis. 9, 1-19. DOL: https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004251

Miraglia, F., Moraes, Z. M., Melville, P. A., Dias, R. A.,Vasconcellos, S. A. 2009. EMJH medium with 5-fluorouracil and nalidixic acid associated
with serial dilution technique used to recover Leptospira spp from experimentally contaminated bovine semen. Braz. J. Microbiol. 4, 189-193.

DOI: https://doi.org/10.1590/S1517-83822009000100033



https://doi.org/10.1111/tbed.12643
https://doi.org/10.1017/S0950268810002074
https://doi.org/10.1016/S0580-9517(08)70493-8
https://doi.org/10.1016/S0580-9517(08)70493-8
https://doi.org/10.1099/jmm.0.065466-0
https://doi.org/10.1007/978-3-662-45059-8_6
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2009.12.014
https://doi.org/10.1099/00207713-49-3-1111
http://brownlab.mbio.ncsu.edu/JWB/papers/1999Hall1.pdf
https://doi.org/10.1111/zph.12224
https://doi.org/10.1128/CMR.14.2.296-326.2001
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2016.02.012
https://doi.org/10.1128/JCM.43.2.539-545.2005
https://doi.org/10.1017/S0950268814002416
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004251
https://doi.org/10.1590/S1517-83822009000100033

342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366

82

Moreira E.C. 1994. Avaliagdo de métodos para erradicagdo de leptospiroses em bovinos leiteiros. Tese de Doutorado, Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte. 93p

Niloofa, R., Fernando, N., De Silva, N. L., Karunanayake, L., Wickramasinghe, H., Dikmadugoda, N., Premawansa, G., Wickramasinghe , R., De
Silva, H.J., Premawansa, S. , Rajapakse, S., Handunnetti, S. 2015. Diagnosis of Leptospirosis: Comparison between Microscopic Agglutination

Test, IgM-ELISA and IgM Rapid Immunochromatography Test. 10, 1-12. DOI: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0129236

Oliveira, M.A.A., Leal, E.A., Correia, M.A., Serufo Filho, J.C., Dias, R.S., Serufo, J.C. 2017. Human leptospirosis: occurrence of serovars of
Leptospira spp. in the state of Minas Gerais, Brazil, from 2008 to 2012. Braz J Microbiol. 48, 483-488. DOL:

https://doi.org/10.1016/1.bjm.2016.12.010

Pinto, P. S., Pestana, C., Medeiros, M.A., Lilenbaum, W. 2017. Plurality of Leptospira strains on slaughtered animals suggest a broader concept of

adaptability of leptospires to cattle. Acta Tropica. 172, 156-159. DOI: https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2017.04.032

Rocha, B.R., Narduche, L., Oliveira, C. S., Martins, G., Lilenbaum, W.. 2017. Molecular demonstration of intermittent shedding of Leptospira in

cattle and sheep and its implications on control. Ciéncia Rural, 47, 1-4. DOI: https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20170088

Salaiin, L., Mérien. F., Gurianova, S., Baranton, G., Picardeau, M., 2006. Application of multilocus variable-number tandem-repeat analysis for

molecular typing of the agent of leptospirosis. J. Clin. Microbiol.44, 3954-3962. DOI: https://doi.org/10.1128/JCM.00336-06

Stoddard, R.A., Gee, J.E., Wilkins, P.P., McCaustland, K., Hoffmaster, A.R., 2009. Detection of pathogenic Leptospira spp. through TagMan
polymerase chain reaction targeting the LipL32 gene. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 64, 247-255. DOL:

https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2009.03.014

Sugunan, A.P., Natarajaseenivasan, K., Vijayachari, P., Sehgal, S.C. 2004. Percutaneous exposure resulting in laboratory-acquired leptospirosis—a

case report. J. Med. Microbiol.. 53, 1259-1262. DOLI: https://doi.org/10.1099/jmm.0.45735-0

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A., Kumar, S.,2013. MEGAG6: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Mol. Biol.

Evol. 30, 2725-2729. DOL: https://doi.org/10.1093/molbev/mst197

Tedesco, L.F., Manrique, G.L., Sulzer, C.R. 1969. A new leptospiral serotype in the Canicola serogroup from Argentina. Trop. Geogr. Med. 21, 203-
206. PMID: 5799576

Weisburg, W.G., Barns, S.M., Pelletier, D.A., Lane, D.J., 1991. 16S ribosomal DNA amplification for phylogenetic study. J. Bacteriol. 173, 697-703.

URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC207061/pdf/jbacter00092-0291.pdf


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0129236
https://doi.org/10.1016/j.bjm.2016.12.010
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2017.04.032
https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20170088
https://doi.org/10.1128/JCM.00336-06
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2009.03.014
https://doi.org/10.1099/jmm.0.45735-0
https://doi.org/10.1093/molbev/mst197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC207061/pdf/jbacter00092-0291.pdf

CAPITULO IV

Emprego da estirpe Leptospira kirschineri sorogrupo Grippotyphosa isolada de bovino, no

Triangulo Mineiro, no teste de Soroaglutinacdo Microscépica (MAT)

(Capitulo em formato de artigo cientifico para posterior submissio)

83



[e2 051

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

84
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RESUMO

A leptospirose ¢ uma zoonose mundial que afeta animais domésticos, principalmente bovinos, causando
grandes perdas econdmicas através dos transtornos reprodutivos causados pela doenca. O teste Soroaglutinagdo
Microscopica (MAT), ainda ¢ utilizado como diagnoéstico de referéncia para leptospirose bovina a partir do emprego de
estirpes de referéncia. Objetivou-se neste estudo avaliar a reatividade das amostras de soro sanguineo de bovinos ao
teste MAT a partir emprego de uma estirpe de Leptospira isolada em bovino no Tridngulo Mineiro, adicionada ao
painel de antigenos com estirpes de referéncia. Foram utilizadas 372 amostras de soro sanguineo de bovinos no teste
sorologico, empregando-se apenas estirpes de referéncia (MAT grgr), 187/372 (50,26%) foram reagentes para pelo
menos uma das estirpes de referéncia testadas, enquanto no teste com o emprego da estirpe isolada em bovino (MAT
REF+150)> 196/372 (52,68%) foram reagentes para pelo menos uma das estirpes de referéncia e de isolado local testados,
ndo havendo coaglutinagdes para um mesmo sorogrupo entre estirpe local e de referéncia. A inclusdo de um isolado de
estirpe local do sorogrupo Grippotyphosa no MAT revelou um aumento de 2,4% (p > 0,05), ndo significativo do
nimero de bovinos identificados como sororeativos. Portanto, conclui-se que a utilizagdo de maior quantidade de
isolados locais no painel de antigenos do MAT ¢é necessaria para aumentar a significAncia no niimero de animais
reativos e consequentemente melhorar a sensibilidade do teste.

Palavras-chave: Estirpe autoctone. Leptospirose bovina. Grippotyphosa. Diagnostico.

1. INTRODUCAO

A leptospirose ¢ uma zoonose de distribuicdo mundial, causada por uma bactéria patogénica do género
Leptospira spp. com formato em espiral e didmetro de aproximadamente 0,15 a 0,30 um, que ocorre com maior
frequéncia em ambientes com altos indices de temperatura e umidade e inadequadas condigdes sanitarias, permitindo a
sobrevivéncia da bactéria no ambiente e favorecendo a sua disseminacdo pra vdarias espécies animais, inclusive o

homem (Faine et al., 1999; Adler; Moctezuma, 2010; Fornazari et al., 2012; Picardeau, 2013).
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Existem atualmente 23 genomoespécies de leptospiras que sdo divididas em trés grupos, que compreende as
patogénicas, ndo-patogénicas e intermedidrias. Dentre as espécies patogénicas, sdo reportadas no mundo todo em ordem
de importancia, as espécies: L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirschneri, L. santarosai, L. noguchi, além dessas,
outras também pertencem ao mesmo grupo, tais como, L. alexanderi, L. alstonii, L. kmetyi e L. weilii. Dentre as
diferentes espécies existem mais de 300 sorovares diferentes de leptospiras reconhecidos e estes estdo distribuidos em
28 sorogrupos (Levett, 2015; Puche et al., 2018).

A leptospirose ¢ importante doenga que afeta humanos, animais silvestres e domésticos, principalmente cées,
bovinos e suinos (Adler; Moctezuma, 2010). Em bovinos, a doenga ocorre de forma assintomatica, em grande parte dos
casos, quando ¢ causada por sorovares adaptados ao hospedeiro, tais como Hardjoprajitno (L. interrogans) e
Hardjobovis (L. borgpetersenii), de espécies geneticamente distintas, porém pertencentes a0 mesmo sorogrupo Sejroe
(Pinto et al., 2017). Porém, em alguns casos, os animais infectados pela Leptospira sdo propensos a abortos, geram
recém-nascidos fracos, desenvolvem mastite e apresentam uma diminuigdo da taxa de crescimento, causando
diminui¢do da produtividade e impactando diretamente a economia (Langoni et al., 1999; Adler; Moctezuma, 2010;
Fornazari et al., 2012).

Em bovinos, a leptospirose em areas tropicais ¢ considerada endémica, uma vez que nessas areas existem
muitos animais silvestres que podem albergar diferentes sorovares de Leptospira, tornando os bovinos mais expostos a
um ambiente com alta carga de contaminagdo. Desta forma, nessas areas podem circular muitos sorovares de acordo
com cada regido estudada (Gamage et al., 2014; Mgode et al., 2015; Hamond et al., 2016; Martins; Lilenbaum, 2017).

A Soroaglutinagdo Microscopica (MAT) é uma ferramenta de diagnéstico sorologico utilizado para a
identificacdo de casos da doenga em humanos e animais (Adler, 2015). Apesar de suas desvantagens, esta técnica ainda
¢é considerada entre outros métodos sorologicos, um teste de referéncia, e consiste em avaliar a reatividade de anticorpos
sanguineos a antigenos vivos de Leptospira pertencentes a diversas espécies, sorogrupo ¢ sorovares diferentes (OIE,
2014).

Para uma melhor sensibilidade do teste, recomenda-se que o painel de antigenos utilizados deve ser
representativo de todos os sorogrupos ja detectados na regido em que os animais sdo encontrados e, de preferéncia,
estirpes representando todos os sorogrupos conhecidos (Faine et al., 1999; OIE, 2014).

Devido a ocorréncia de infecgdes incidentais em bovinos, provocadas sorovares de Leptospira spp. oriundos de
animais silvestres ou outras espécies domésticas, a inclusdo de estirpes locais € sugerida para possibilitar a detec¢@o de
um grande nimero de animais sororeativos no teste MAT, embora as cepas de referéncia auxiliem na interpretacao dos

resultados entre laboratoérios (OIE, 2014; Pinto et al., 2015).
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No Brasil, poucos estudos abordaram a utilizagdo de cepas autoctones no teste MAT, tais como, Aratijo et al.
(2005) que detectaram maior frequéncia de bovinos reagentes para o sorovar Hardjopratjtno (Norma) isolado em Minas
Gerais, quando inserido no teste MAT e comparado com outros sorovares de referéncia; Sarmento et al. (2012) que
detectaram 6.0% de aumento da sensibilidade no MAT apo6s a inclusdo de estirpes locais, e Pinto et al. (2015) que
constataram que o teste MAT apresentou um significativo aumento quando estirpes locais foram adicionadas ao painel
de antigenos de estirpes de referéncia.

A maioria das estirpes de referéncia que compde o painel de antigenos do teste MAT ¢ oriunda de paises com
clima e fauna muito distintos do Brasil. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a reatividade das amostras
de soro sanguineo de bovinos ao teste MAT a partir emprego de duas estirpes de Leptospira isoladas em bovinos no

Brasil, adicionada ao painel de antigenos de estirpes de referéncia.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizagio de Animas (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) sob n° de protocolo 018/16.

Foram coletadas 372 amostras de sangue de bovinos livres de sinais clinicos de leptospirose no exame ante-
mortem, abatidos no estado de Minas Gerais, provenientes das regides do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba. As
amostras foram encaminhadas para o laboratério, submetidas a centrifugagdo para obtencdo do soro sanguineo,

aliquotadas, identificadas e estocadas a temperatura de -20°C para posterior utilizagdo no MAT.

2.2. Teste de soroaglutinacio microscéopica (MAT)

Foram realizados os testes MAT de triagem e titulagdo de acordo com Faine et al. (1999), utilizando-se 22
estirpes de Leptospira de referéncia (MAT ggr) escolhidas para formacdo do painel de antigenos foi composta pelos
sorovares Australis (estirpe Ballico), Autumnalis (estirpe Akiyami A), Bataviae (cepa Van Tienen), Bratislava (cepa
JezBratislava), Canicola (estirpe Hond Utrecht), Castellonis (estirpe Castellon 3), Copenhageni (estirpe M20),
Cynopteri (estirpe 3522C), Djasiman (estirpe Djasiman), Guaricura (cepa Guaricura), Grippotyphosa (Estirpe Moskva
V), Hardjobovis (estirpe Sponselee), Hardjoprajitno (estirpe OMS), Hebdomadis (estirpe Hebdomadis),
Icterohaemorrhagiae (estirpe Verdun), Javanica (estripe Javanica), Panama (estirpe CZ 214K), Pomona (estirpe
Pomona), Sejroe (estirpe M84), Shermani (estirpe 1342K), Tarassovi (estirpe Pere-pelitsin) e Wolffi (estirpe 3705),

cedidas pelo Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF).



92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

87

Adicionalmente, uma estirpe local, denominada UFUO02 (L. kirschneri sorogrupo Grippotyphosa), isolada da
urina de bovino na regido do Tridngulo Mineiro, foi incluida ao painel de antigenos das estirpes de referéncia (MAT
rEF+1s0)- Essas culturas foram repicadas semanalmente em meio EMJH (DIFCO®, EUA), suplementadas com 10% de
soro de coelho estéril, e estocadas a 30°C.

Verificou-se primeiramente a reatividade das amostras de soro sanguineo as estirpes de Leptospira pelo teste
de triagem MAT um titulo de 100. As amostras positivas na triagem, cujo campo microscopico apresentou 50% ou mais
de leptospiras aglutinadas, foram encaminhadas para o teste de titulagdo nas diluigdes de 1:200 a 1:3200. O titulo do
soro foi a reciproca da diluicao das amostras de maior diluicdo que apresentou resultado positivo.

Foi considerado como mais provavel o sorogrupo com maior titulo, portanto quando um animal apresentava-se
reagente em titulo mais elevado idéntico para dois ou mais sorogrupos, o mesmo foi retirado da analise (Vasconcellos et
al. 1997; Sarmento et al., 2012). Além disso, foram consideradas também as coaglutina¢des quando ocorridas reagdes
entre a estirpe local ¢ a estirpe de referéncia que pertenciam ao mesmo sorogrupo, independente do titulo obtido no teste

MAT, prevalecendo na analise a amostra reagente ao sorogrupo de referéncia, conforme Pinto et al. (2015).

2.3. Analise estatistica
A comparagdo dos resultados obtidos nos testes MAT gpgr e MAT Rrgriso foi realizada por estatistica descritiva
pelo teste de McNemar (nivel de significancia de p < 0.05), utilizando-se o programa Bioestat versdo 5.0 (Ayres et al.,

2007).

3. RESULTADOS

No MAT ggp, 187/372 (50,26%) foram reagentes para pelo menos uma das estirpes de referéncia testadas,
enquanto MAT ggris0, 196/372 (52,68%) foram reagentes para pelo menos uma das estirpes de referéncia e de isolado
local testados, conforme Tabela 1.

Considerando as coaglutinagdes quando um animal apresentava-se reagente em titulo mais elevado idéntico
para dois ou mais sorogrupos, houve 76 coaglutinagdes, que ocorreram principalmente entre os sorogrupos Sejroe,
Tarassovi, Canicola, Castellonis, Hebdomadis e Icterohaemorrhagiae, variando entre titulos de 100 a 1.800. Nao foi
observada nenhuma ocorréncia quanto as coaglutinagdes para o mesmo sorogrupo da estirpe local e da estirpe de
referéncia.

No MAT ggr, 0s bovinos foram sororeativos para os sorogrupos Tarassovi (29%), Sejroe (14%), Hebdomadis
(4%), Icterohaemorrhagiae (1,1%), Canicola (0,8%), Ballum (0,5%), Pomona (0,5%), e Djasiman (0,3%). Ja no teste

MAT ggr+1s0, 0s resultados foram semelhantes ao MAT ggp, com excegdo do sorogrupo Grippotyphosa, sendo 9/372
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123 (2,4%) bovinos sororeagentes a estirpe UFU02. No MAT ggrs150, @ inclusido do isolado no painel de antigenos levou a

124 um aumento da sororeatividade de 2,4%, porém nao foi significativo (p = 0,5997, teste de McNemar).

125

126 Tabela 1. Resultados dos MAT rgr € MAT Rrgriso por sorogrupo e titulos de anticorpos anti-Lepfospira em bovinos

127 sororeagentes abatidos no Tridngulo Mineiro, Minas Gerais, 2018.

S Titulos Sorogrupo Titulos

orogrupo Total MAT Total
MAT Rggr 100 200 400 800 1600 3200 100 200 400 800 1600 3200
REF+ISSO
A 0 0 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0 0 B 0 0 0 0 0 0 0
C 0 0 0 0 0 0 0 C 0 0 0 0 0 0 0
D 0 1 0 1 1 0 3 D 0 1 0 1 1 0 3
E 1 0 0 1 0 0 2 E 1 0 0 1 0 0 2
F 0 0 0 2 2 0 4 F 0 0 0 2 2 0 4
G 0 0 0 0 0 0 0 G 0 0 0 0 0 0 0
H 1 0 0 0 0 0 1 H 1 0 0 0 0 0 1
I 29 11 7 4 1 0 52 I 29 11 7 4 1 0 52
J 0 0 0 0 0 0 0 J 5 4 0 0 0 0 9
K 12 2 1 0 0 0 15 K 12 2 1 0 0 0 15
L 0 0 0 0 0 0 0 L 0 0 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0 0 0 M 0 0 0 0 0 0 0
N 2 0 0 0 0 0 2 N 2 0 0 0 0 0 2
O 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0
P 25 50 20 9 1 3 108 P 25 50 20 9 1 3 108
Total 70 64 28 17 5 3 187 Total 75 68 28 17 5 3 196

128 Legenda: A (Australis), B (Autuminalis), C (Batavie), D (Canicola), E (Ballum), F (Icterohaemorrhagiae), G (Cynopteri), H

129 (Djasiman), I (Sejroe), J (Grippotyphosa), K (Hebdomadis), L (Javanica), M (Panama), N (Pomona), O (Shermani), P (Tarassovi)

130

131 Dos bovinos testados para a estirpe local UFU0O2, nove foram sororeagentes ao teste MAT ggri1sos

132 apresentando titulos entre 100 e 200 (Tabela 1). Estes bovinos eram provenientes de quatro municipios do Triangulo

133 Mineiro, tais como, Frutal (4/9 — 44,4%), Santa Vitoria (2/9 — 22,2%), Uberlandia (2/9 — 22,2%) e Verissimo (1/9 —

134 11,1%). A estirpe UFUO?2 foi isolada da urina de um dos bovinos provenientes do municipio de Frutal, o qual reagiu no

135 teste MAT a um titulo de 200 para a estirpe isolada.

136

137  4.DISCUSSAO

138 A sororreatividade dos bovinos ao teste MAT com estirpes de referéncia e isolados locais nesse estudo foi

139 elevada (52,68%), assim como os estudos de Sarmento et al. (2012) e Pinto et al. (2015), que encontraram em bovinos

140 uma sororreatividade de 65,17% e 65%, respectivamente. Em Minas Gerais, Sarmento et al. (2012) encontraram uma

141 sororeatividade de 66,44%, sendo considerada maior em relagdo ao presente estudo.
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Por terem sido coletadas de bovinos destinados ao abate ¢ sem alteragdes ante-mortem, ndo era esperado que
houvesse uma alta sororeatividade das amostras de soro sanguineo desses bovinos aos testes soroldgicos realizados. Tal
achado também foi encontrado no trabalho de Pinto et al. (2017), que avaliaram bovinos, sem sinais clinicos aparentes e
detectaram no isolamento 19 estirpes de Lepfospira obtidos de urina e fluido vaginal, pertencentes a 3 espécies (L.
santarosai, L. alstonii ¢ L. interrogans) e 5 sorogrupos diferentes (Sarmin, Tarassovi, Shermani, Grippotyphosa ¢
Sejroe).

As leptospiras patogénicas encontram-se disseminadas no ambiente, 0 que permite a manutencdo dessas
bactérias nos rins de muitos hospedeiros silvestres e domésticos. O ciclo de vida da leptospira envolve a sua eliminacao
através da urina do hospedeiro, a sua persisténcia no ambiente, a aquisicdo de novos hospedeiros e a sua dissemina¢ao
via sanguinea para os rins através dos glomérulos ou capilares peritubulares, alcancando e colonizando o epitélio da
parede do tibulo renal proximal, de forma a possibilitar sua eliminagéo pela urina por longos periodos sem causar danos
significativos aos hospedeiros reservatorios (Haake; Levett, 2015).

Nos testes MAT grgr € MAT ggriiso, 05 bovinos apresentaram maior reatividade para os sorogrupos Tarassovi,
Sejroe e Hebdomadis, tais achados corroboram em partes com os de Sarmento et al. (2012) e Cosate et al. (2017), que
no estado de Minas Gerais, encontraram o Sejroe como sorogrupo mais reagente, considerado o mais frequente
causador de leptospirose bovina na América Latina, segundo Pinto et al. (2016). Quanto ao sorogrupo Tarassovi,
chama-se ateng@o para os altos titulos de anticorpos anti-Leptospira, indicando o bovino como hospedeiro incidental e
possivel reservatério deste sorogrupo, discordando de Pinto et al. (2016), uma vez que os bovinos podem albergar
novos sorogrupos de Leptospira e transmiti-los para outros animais do rebanho, animais silvestres e inclusive o homem.

Pinto et al. (2017) detectaram que 57,9% dos isolados obtidos de urina e fluido vaginal de bovinos ndo faziam
parte do sorogrupo Sejroe, demonstrando que essa espécie pode hospedar uma ampla variedade de sorogrupos e que o
mecanismo de adaptacdo dessas estirpes de leptospiras aos bovinos ainda é desconhecido, devendo-se considerar este
aspecto no estudo epidemioldgico e nas formas de controle da doenga.

A unica diferenga visualizada entre os testes sorologicos MAT rgre MAT grgriiso foi a reatividade dos bovinos
para o isolado UFUO2 no teste MAT grgriso- Acredita-se que esta reagdo tenha ocorrido por se tratar de estirpes
diferentes do sorogrupo Grippotyphosa, uma vez que apresentam caracteristicas moleculares diferentes, principalmente
quanto ao perfil de Variable-Number Tandem-Repeat (VNTR), conforme Tabela 2.

A estirpe local pertencente ao sorogrupo Grippotyphosa, incluida no painel de antigenos do MAT, foi isolada
de um bovino criado em sistema de confinamento na regido do Tridngulo Mineiro, mostrando ter uma sororeatividade
significativa dos bovinos desta regido a esta estirpe. Sarmento et al. (2012) e Pinto et al. (2015) também verificaram a

sororeatividade dos bovinos a este sorogrupo. No estudo de Pinto et al. (2015) a estirpe pertencente ao sorogrupo
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173 Grippotyphosa, isolado de caprinos, apresentou maior antigenicidade, detectando mais animais quando comparada a
174 estirpe de referéncia do mesmo sorogrupo, que foi isolada de humanos; enquanto que no estudo de Sarmento et al.
175 (2012), os bovinos mostraram pouca sororeatividade para as estirpes do sorogrupo Grippotyphosa, isoladas de
176 capivaras, porém a existéncia da reacao a estirpes isoladas em espécies silvestres também mostrou a sua importancia,
177 uma vez que os bovinos mostraram-se reagentes a elas, indicando o contato dessa espécie com animais silvestres.

178 Em outros paises, Méndez et al. (2013), também detectaram maior reatividade de bovinos no teste MAT a
179 estirpe local H89 pertencente ao grupo Sejroe, quando comparada a estirpe de referéncia do mesmo sorogrupo isolada
180 de humanos; e Mgode et al. (2005) detectaram um aumento da prevaléncia da leptospitose em roedores de 1,9% para
181 16,9% e em humanos de 0,26% para 10,75%, quando sorovares locais foram incuidos no teste MAT.

182

183 Tabela 2. Perfil de VNTR das estirpes pertencentes ao sorogrupo Grippotyphosa utilizadas nos MAT ggr e MATRgp-150-

Perfil de VNTR
Fonte de
Espécie Sorogrupo Estirpe Pais VNTR VNTR VNTR  Referéncia
isolamento
4 7 10
Salatim et al.
Leptospira kirschneri  Grippotyphosa MoskaV Russia Humano 3 2 11
(2006)
Soares et al.
Leptospira kirschneri  Grippotyphosa ~ UFUO02 Brasil Bovino 2 14 10
(2018)
184
185 No presente estudo, utilizou-se apenas uma estirpe de isolado local, encontrando-se um aumento ndo

186 significativo na reatividade dos bovinos no teste MAT. Tal fato demonstra a necessidade da maior utilizagdo de estirpes
187 locais, isoladas em bovinos ou em outras espécies animais que podem estar em contato com bovinos, no MAT para
188  aumentar significativamente a o nimero de animais reativos ao teste, e consequentemente melhorar a sua sensibilidade.
189 E importante destacar que isolados locais obtidos de outras espécies, domésticas ou silvestres, com excegdo da
190 bovina, também devem ser utilizados no painel de antigenos do MAT, uma vez que Kremer et al. (2016), ja detectaram
191 estirpes caracteristicas de animais silvestres em bovinos e que muito sobre a epidemiologia da doenga em bovinos ainda
192 ¢ desconhecido.

193 A sororreatividade de nove bovinos a estirpe UFUO02 foi outro achado importante neste estudo, pois quatro
194 deles eram mantidos em confinamento na mesma prodriedade do municipio de Frutal, sendo que um reagiu a um titulo
195 de 200 no teste MAT ggri1s0, do qual foi isolada a estirpe Mafrutal, e quanto aos outros trés animais, um reagiu a um

196 titulo de 100 e dois reagiram a um titulo de 200 no teste MAT grgriis0- Tal achado indica que o animal, cuja estirpe foi
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isolada, teve contato com a estirpe de Leptospira kirschneri sorogrupo Grippotyphosa no ambiente, ¢ que
provavelmente foi transmitida direta ou indiretamente por espécies silvestres que podem ter invadido o local onde os
bovinos confinados eram criados a procura de alimentos, ou por contato direto ou indireto com a bactéria da urina dos
outros bovinos confinados.

A infecgdo por leptospiras ocorre com mais frequéncia através das mucosas ocular, oral, nasal ou aparelho
genital. Apos a entrada da Leptospira no corpo do animal o periodo de bacteremia, que comeca 1 ou 2 dias pos-
infeccdo, pode durar uma semana, terminando com a instalagdo de leptospiras principalmente nos rins ¢ com o
aparecimento de anticorpos circulantes. As aglutininas anti-leptospira sdo detectaveis geralmente, ap6s 10-14 dias da
fase bacterémica e atinge niveis maximos, que variam entre 1.000 a 100.000 no MAT, por cerca de 3-6 semanas.
Dependendo da espécie, ap6s a ocorréncia de os altos titulos pode ocorrer um declinio gradual, sendo que os titulos
baixos podem ser detectados por varios anos em muitas espécies animais (Ellis, 2015).

Desta forma, pode-se constatar nesse estudo, que os bovinos reagentes a estirpe UFUOQ2, apesar dos baixos
titulos no MAT e de ndo apresentar nenhum sinal clinico da doenga no exame ante-mortem, eliminam Leptospira via
urina no ambiente, demostrando a ocorréncia de processo infeccioso causado pela estirpe isolada.

Portanto, o estudo da leptospirose em biomas diferentes ¢ muito importante para o conhecimento dos aspectos
epidemioldgicos da Leptospira, principalmente quanto ao pH do solo, a pluviometria e a disponibilidade de agua que
tem um impacto direto na sobrevivéncia dos leptospiras no meio ambiente (Andre-Fontaine et al. 2015; Correia;
Loureiro; Lilenbaum, 2017), tornando alguns biomas potencialmente estratégicos do que outros para a sobrevivéncia e
manutengdo da Leptospira, inclusive os biomas da América latina, nos quais a infec¢do por leptospira ¢ amplamente
distribuida (Vieira; Pinto; Lilenbaum, 2018).

O Triangulo Mineiro esta inserido no Cerrado Brasileiro, um dos biomas da América Latina que possui boas
condigdes ambientais de temperatura e umidade para a sobrevivéncia da Leptospira, tornando esta bactéria viavel no
ambiente e possibilitando a transmissdo da doenga para bovinos e outras espécies domésticas e silvestres.

Neste contexto, vale salientar que os laboratorios que realizam o MAT para o diagndstico de leptospirose,
necessitam atualizar o painel de antigenos utilizados neste teste, adicionando com periodicidade as cepas de referéncias,

estirpes de isolados locais conforme pesquisas realizadas na regido em que estdo inseridos.

5. CONCLUSAO
A inclusdo da estirpe local do sorogrupo Grippotyphosa no teste de soroaglutinacado microscopica aplicado ao

diagnoéstico da leptospirose bovina revelou um aumento ndo significativo do niumero de bovinos identificados como
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sororeativos, portanto a utilizagcdo de maior quantidade de isolados locais no painel de antigenos do MAT ¢ necessaria

para aumentar a significancia no nimero de animais reativos e sensibilidade do teste.
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CAPITULO V — CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

- A leptospirose estd presente nos rebanhos bovinos do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, sendo

os sorogrupos Serjoe; Tarassovi e Hebdomadis os mais frenquentes;

- Muitos sorovares presentes nas vacinas comercializadas no Brasil tém pouca importancia
epidemiologica, ¢ muitos dos que estdo ausentes nessas vacinas causam infecgdes no rebanho
bovino brasileiro, portanto o uso de isolados locais e sorovares que realmente acontecem no

rebanho sdo importantes para o controle mais eficiente da leptospirose no rebanho bovino;

- Os testes de sorogrupagem e moleculares foram capazes de identificar a patogenicidade, a espécie
e o sorogrupo da estirpe isolada neste estudo, porém foram encontradas dificuldades no momento
da interpretacdo dos resultados, uma vez que os a caracterizagdo sorologica apresentou diferenca

com a caracterizacao molecular;

- A estirpe de Leptospira kirschineri sorogrupo Grippotyphosa, denominada UFUO02, foi a primeira
a ser isolada em bovinos no Brasil, mostrando ter uma caracterizacdo de VNTR diferente das outras

estirpes deste sorogrupo ja oficialmente descritas.

- Estirpes isoladas de Leptospira em bovinos podem estar associadas com a transmissdo da
leptospirose por contato direto ou indireto com espécies silvestres ou com outros bovinos

infectados;

- O uso da estirpe isolada neste estudo no teste de Soroaglutinagdao Microscopica (MAT), ndo foi
capaz aumentar, significativamente, a quantidade de bovinos reagentes, sugerindo-se uma maior

utiliza¢do de estirpes locais no painel de antigenos do MAT;

- Os resultados de sorologia, isolamento e caracterizagdo, tornou possivel a revisdo e atualiza¢do de

alguns aspectos da leptospirose bovina, bem como da sua situacao epidemioldgica no Brasil;

- Mesmo este estudo tendo proporcionado um conhecimento extra sobre a leptospirose em bovinos
no Brasil, outros estudos com inquéritos soroldgicos, isolamentos e caracterizacao de Leptospiras,
bem como uso de estirpes locais no teste de soroaglutinacdo microscopica, sdo necessarios para
chamar a atengdo das autoridades brasileiras ligadas a Defesa Sanitaria Animal e a Satde Publica
sobre os métodos diagnosticos que estdo sendo utilizados para o diagndstico da doenca, bem como

os métodos profilaticos;
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- Poucos incentivos financeiros estdo sendo oferecidos para pesquisas de tamanha importancia
sanitaria em ambito nacional, uma vez que os discentes e pesquisadores ligados aos sistemas de
pos-graduacao de instituigdes publicas brasileiras estdo custeando suas proprias pesquisas, 0 que
inviabiliza a realizagdo de experimentos com custos mais elevados e que poderiam ter resultados

mais efetivos.
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