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Resumo

FREITAS, Lais Santos de. Levantamento soroldgico da leptospirose suina em
animais abatidos em um frigorifico da cidade de Pelotas/RS. 2019. 46f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

A leptospirose é uma zoonose de grande importancia devido ao seu impacto produtivo
e 0 seu risco a saude publica. O conhecimento de fatores de risco para a doenca,
assim como 0s principais sorovares circulantes em uma regido sédo essenciais para o
controle da leptospirose. Dessa maneira, neste trabalho foi realizado um levantamento
sorologico do agente da leptospirose em suinos abatidos em frigorifico da cidade de
Pelotas, RS. Das 108 amostras de soro suino analisadas, 38,88% foram reagentes ao
teste de aglutinacdo microscépica (MAT). Dos 42 suinos reagentes, 45,23% eram
provenientes da regido de Rodeio Bonito, 26,19% da regido de Pelotas, 14,28% da
regido de Horizontina e 14,28% da regido de Santo Cristo. Os sorovares mais
frequentes foram Canicola, Autumnalis e Copenhageni com 52,38%, 23,80% e
21,42% respectivamente. Quanto a titulacdo, os titulos mais altos foram de 1:800,
observados contra os sorovares Canicola, Autumnalis e Bratislava. De acordo com a
revisdo bibliografica, a soroprevaléncia varia entre os rebanhos e entre as regifes.
Com isso, o conhecimento de fatores de risco para a doenga, assim como 0s principais
sorovares circulantes em uma regido sdo essenciais para o controle da leptospirose
suina.

Palavras-chave: MAT; Leptospira spp; Zoonose; Sorologia



Abstract

FREITAS, Lais Santos de. Serological survey of swine leptospirosis in animals
slaughtered in a refrigerator in the city of Pelotas/RS. 2019. 46f. Dissertation
(Master degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Leptospirosis is a zoonosis of great importance because of its productive impact and
its risk to public health. The knowledge of risk factors for the disease, as well as the
main circulating serovars in a region are essential for the control of leptospirosis. In
this way, in this work a serological survey of leptospirosis agent was carried out on
pigs slaughtered in a refrigerator in the city of Pelotas, RS. Of the 108 swine serum
samples analyzed, 38.88% were microscopic agglutination test positives (MAT). Of the
42 reactive pigs, 45.23% came from the Rodeio Bonito region, 26.19% from the
Pelotas region, 14.28% from the Horizontina region and 14.28% from the Santo Cristo
region. The most frequent serovars were Canicola, Autumnalis and Copenhageni with
52.38%, 23.80% and 21.42% respectively. As for titration, the highest titres were 1:
800, observed against the serovars Canicola, Autumnalis and Bratislava. According to
the literature review, the seroprevalence varies between the herds and between the
regions. Thus, the knowledge of risk factors for the disease, as well as the main
circulating serovars in a region are essential for the control of swine leptospirosis.

Keywords: MAT; Leptospira spp; Zoonosis; Serology
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1 Introducéo

A leptospirose € uma doenca bacteriana zoonoética de distribuicdo mundial,
endémica em paises tropicais e subtropicais (DREYFUS et al., 2016), com importancia
tanto para a saude humana como animal (FAINE et al., 1999; MAILLOUX, 2001). De
acordo com Costa et al. (2015), o agente etiolégico da doenca sao bactérias
patogénicas classificadas em mais de 260 sorovares diferentes, pertencem a ordem
Spirochaetales, familia Leptospiraceae e género Leptospira spp. (LEVETT, 2001).
Variagcdes nos carboidratos de cadeia lateral do lipopolissacarideo (LPS) sé&o
responsaveis pela diversidade observada entre 0s sorovares das Leptospiras, ou seja,
o LPS da membrana é responsavel pela especificidade de cada sorovar
(CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009).

Por meio da classificacdo sorolégica, o género Leptospira € dividido em duas
espécies: L. interrogans e L. biflexa. Considerando-se a classificacdo baseada em
dados sorolégicos, as Leptospiras patogénicas pertencem a espécie Leptospira
interrogans, enquanto a Leptospira biflexa reline as cepas ambientais, de vida livre
(CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009). Sao bactérias helicoidais, moveis e flexiveis, e
uma das principais caracteristicas sdo os ganchos encurvados, que permitem sua
mobilidade em ambientes aquosos ou mesmo de consisténcia gelatinosa (FAINE et
al.,1999). Penetram ativamente no organismo animal através de cortes ou abrasdes
da pele, mucosas externas ou ainda pela pele integra quando esta se encontra por
tempo prolongado em colecdes de &agua contaminada (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

Apresentam crescimento 6timo em uma faixa de temperatura entre 28 a 30°C,
se multiplicam lentamente, apresentam estrutura geral similar a das bactérias Gram-
negativas: uma membrana externa onde o lipopolissacarideio (LPS) esta anexado,
uma membrana interna e uma camada de peptideoglicano contendo o espaco
periplasmatico. As bactérias sdo exigentes no que se refere a meios de cultivo, sendo
rotineiramente suplementados com soro de coelho ou suplementos comerciais
(CAMERON, 2015).
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A leptospirose é considerada uma doenca de risco ocupacional, atingindo
diferentes categorias (PELISSARI, 2011). Os trabalhadores do servico de saneamento
ambiental que manipulam material passivel de contaminacdo por roedores como
aguas, bueiros, galerias de esgotos, coleta de lixo apresentam elevado risco de
contrair a infeccdo pelo micro-organismo (LEVETT, 2001; ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010) visto que, em consonancia com Almeida et al. (1994), essas
atividades geralmente sdo executadas na auséncia de recursos tecnolédgicos e de
equipamentos de seguranca, 0 que aumenta ainda mais o risco da infeccdo ser
contraida.

A doenca, quando presente em animais de producédo, acaba gerando perdas
econOmicas significativas, sendo, segundo Batista et al. (2004), de importante
repercussao na saude publica, principalmente pela ampla variedade de hospedeiros:
o homem, os mamiferos de vida livre, os animais domésticos, os anfibios e os répteis
(MC BRIDE et al., 2005; CERQUEIRA & PICARDEAU, 2009). Por tais motivos é uma
doenca de notificacdo obrigatéria, segunda a Organiza¢do Mundial de Saude Animal
(OIE, 2014).

No Brasil, a doenca tem sido uma das principais causas de falhas reprodutivas
em granjas de suinos de varios estados, causando perdas econémicas (RENDE et al.,
2007). Nesses animais, de acordo com Goncalves e Costa (2011), a doenca é
caracterizada pela ocorréncia de abortamento no final da gestacgéo, repeticao de estro,
mumificacdo fetal, natimortalidade, nascimento de leitdes fracos, baixo ndmero de
leitbes, morte embrionéria, dentre outros.

A leptospirose pode ser diagnosticada a partir de investigacdes clinicas e
epidemioldgicas, aliadas as provas laboratoriais (SHARMA; YADAV, 2008;
CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009; MUSSO; LASCOLA, 2013; PICARDEAU, 2013). 0O
diagnéstico pode ser realizado a partir de amostras de sangue, urina, liquido
cefalorraquidiano ou de tecidos durante a necropsia (MUSSO & LASCOLA, 2013)

Para a determinacdo da ocorréncia da leptospirose suina em um rebanho,
indica-se a associacdo de meios diagnosticos, ou seja, a combinacdo de provas
sorologicas e bacteriolégicas (LARSSON et al.,, 1984). Em concordancia com a
Organizacdo Mundial de Saude Animal, o teste de aglutinagdo microscépica (MAT) &
o teste sorolégico recomendado para o diagnostico indireto da leptospirose (OIE,
2014).
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A base diagnostica do MAT é formada pela reacdo de aglutinacdo entre os
anticorpos presentes no soro dos pacientes e antigenos presentes na membrana das
Leptospiras vivas em suspensdo (LEVETT, 2001).0 teste é capaz de fornecer
resultados sorogrupo-especifico (FAINE et al., 2000; LEVETT, 2001; AHMAD et al.,
2005), porém, ha possibilidade de reacdo cruzada entre sorovares de sorogrupos
diferentes em amostras de fase aguda (AHMAD et al., 2005). Além disso, como a
avaliacdo da reacdo € subjetiva exige significativa experiéncia do operador e a
variacao de resultados entre laboratérios pode ocorrer (BHARTI et al., 2003; MILLER
et al., 2011).

A outra forma de diagnostico, a qual € considerada definitiva pois leva a
identificacdo do sorovar infectante, é o isolamento do agente visto sua importancia na
conducéo de estudos epidemiolégicos e profilaticos da doenca (VASCONCELLOS,
1987; FAINE et al., 1999). O método pode ser feito através da coleta de sangue ou da
urina para exame em microscépio de campo escuro ou do cultivo do agente em meio
bacteriolégico como o de Fletcher, ou por inoculagdo em cobaias e hamsters
(VASCONCELLOS, 1979; BOLIN et al., 1989).

O isolamento e deteccdo de Leptospiras por cultura representa o diagnéstico
como padrao ouro, no entanto, é dificultada pela lenta taxa de crescimento de algumas
cepas e pelos longos periodos de incubacdo requeridos para que o isolado se
estabilize em cultura (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Para 0 sucesso
no isolamento, sdo requeridas amostras frescas que devem ser inoculadas em meios
de cultura especificos imediatamente ap6s a coleta (FAINE et al., 2000; LEVETT,
2001).

A presenca e manutencdo do agente em um ecossistema dependem de
condi¢cbes adequadas para a sobrevivéncia e multiplicacdo do micro-organismo, tais
como: o clima, o solo, a cepa envolvida e os hospedeiros (BHARTI et al.,2003). As
condigbes ambientais como chuvas fortes ou inundacdes tem sido associadas ao
aumento dos casos de leptospirose, também as condi¢cdes do solo como pH de neutro
a alcalino favorecem a manutencdo das bactérias (SCHNEIDER et al., 2015). N&o
menos importante, para Petrakovsky et al. (2014) a diversidade de portadores animais
também representa um desafio significativo para prevencéo e controle da doenca.

A prevencao da leptospirose suina é largamente dependente de medidas de
saneamento da granja e de diagnostico da doenca, que muitas vezes sao dificeis de

serem implementadas principalmente em regibes onde a suinocultura ndo é
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tecnificada (DELBEM et al., 2004). A determinacédo da relacdo custo/beneficio dos
programas de controle da leptospirose animal, incluindo avaliacdo da vacinagao
isolada ou combinada ao tratamento com antibiéticos e modificagbes ambientais, é
um ponto de destaque para o controle da doenca (CARVALHO, 2005; SOTO et al.,
2007).

O conhecimento de fatores de risco para a doenca, assim como 0s principais
sorovares circulantes em uma regido Sao essenciais para 0 monitoramento da
leptospirose, bem como para a formulacédo de vacinas eficazes para espécie animal
alvo (DELLAGOSTIN et al., 2011). E importante também a conscientizacdo por parte
dos produtores acerca da implantacdo de medidas de prevencdo adequadas com o
objetivo de impedir, ou pelo menos diminuir, a disseminagdo da leptospirose em
suinos e, consequentemente, bloquear a possivel transmissdo do agente para 0s
seres humanos (FIGUEIREDO et al., 2013).

Neste trabalho, inicialmente, apresentamos uma revisao de literatura intitulada
“Isolamento e estudo sorolégico da leptospirose realizados em suinos no Brasil”. Tal
manuscrito de acordo com as normas da revista Ciéncia Rural — Universidade Federal
de Santa Maria, o qual serd submetido. E o segundo artigo, intitulado “Soroprevaléncia
para leptospirose em suinos: um estudo em animais abatidos em frigorifico da cidade
de Pelotas/RS”, formatado de acordo com as normas da revista Science and Animal

Health — Universidade Federal de Pelotas, e aceito para publicagao.



2 Artigos
2.1 Artigo 1

Isolamento e estudos soroldgicos da leptospirose realizados em suinos no
Brasil

Lais Santos de Feitas; Everton Fagonde da Silva

Submetido a revista Ciéncia Rural
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Isolamento e estudos soroldgicos da leptospirose realizados em suinos no Brasil
Isolation and serological studies of leptospirosis performed in swine in Brazil

Lais Santos de Freitas"™ Everton Fagonde da Silva"

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

Leptospiras sdo importantes agentes etioldgicos que causam problemas reprodutivos em
suinos e também para saude puablica. Os principais reservatorios de Leptospiras, dentre os
animais domésticos, sdo 0s suinos e neles a doenca pode ser causada por diversos sorovares. O
isolamento de Leptospira sp. em meios de cultura para identificacdo do sorogrupo infectante é
um método muito trabalhoso e demorado, mas proporciona diagnostico de certeza. O teste de
aglutinacdo microscopica (MAT) é o teste soroldgico recomendado para o diagnostico da
doenca e é utilizado como rotina. A soroprevaléncia varia entre 0s rebanhos e entre as regides.
O controle é baseado na imunizacdo, na identificacdo e na eliminagdo dos fatores que ampliam
a sobrevivéncia do agente. As vacinas anti-leptospirose suinas sdo constituidas de bactérias
integras inativadas polivalentes. Os sorovares comumente presentes sao: Brastislava, Canicola,
Copenhageni, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e Pomona. Com isso, 0 conhecimento de
fatores de risco para a doenca, assim como 0s principais sorovares circulantes em uma regido

sd0 essenciais para o controle da leptospirose suina.

Palavras-chave: soroprevaléncia, Leptospira sp., zoonose.

(1, 11) Departamento de Veterinaria Preventiva, Faculdade de Veterindria, Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), Campus Universitario, S/N, 96160-000, Cap3do do Ledo — RS, Brasil. E-mail: laissdefreitas@hotmail.com
*Autor para correspondéncia.
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ABSTRACT

Leptospira spp. are important etiological agents that cause reproductive problems in
pigs and also for public health. The main reservoirs of Leptospiras, among domestic animals,
are pigs and in them the disease can be caused by several serovars. The isolation of Leptospira
sp. in culture media for identification of the infecting serogroup is a very laborious and time
consuming method, but provides certainty diagnosis. The microscopic agglutination test (MAT)
is the recommended serological test for the diagnosis of the disease and is used routinely.
Seroprevalence varies between herds and between regions. Control is based on immunization,
identification and elimination of factors that increase agent survival. The anti-leptospirosis
vaccines are composed of polyvalent inactivated intact bacteria. The serovars commonly
present are: Brastislava, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae and
Pomona. Thus, the knowledge of risk factors for the disease, as well as the main circulating

serovars in a region are essential for the control of swine leptospirosis.

Keywords: seroprevalence, Leptospira sp., Zzoonosis.

INTRODUCAO

A leptospirose é uma enfermidade bacteriana de ocorréncia mundial, com relevancia
econdmica e para a sadde publica (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). E causada
por espiroquetas da familia Spirochaetaceae, da ordem Spirochaetalis, género Leptospira e
espécie L. interrogans (TORTEN, 1979) e esta classificada, conforme COSTA et al. (2015),
em mais de 260 sorovares. A diversidade de sorovares de Leptospiras resulta, principalmente,
da heterogeneidade estrutural dos carboidratos, componentes do lipopolissacarideo (LPS) (MC

BRIDE et al., 2005).
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No Brasil, a leptospirose em suinos tem sido uma das principais causas de falhas
reprodutivas em varios estados (LANGONI et al., 1995). Os disturbios reprodutivos da doenca
estéo relacionados ao abortamento, natimortalidade e mumificacdo fetal (HIRSH & ZEE, 2003;
SANTOS et al.,, 2011). Em leitdes pode ocorrer a forma hemorrégica, caracterizada por
hemoglobindria e ictericia, particularmente em infeccdes pelo sorovar Icterohaemorrhagiae
(OSAVA etal., 2010; ELLIS, 2012).

O diagnostico da leptospirose suina pode ser realizado a partir de amostras de sangue,
urina, liquido cefalorraquidiano ou de tecidos durante a necropsia (MUSSO & LASCOLA,
2013). InvestigacBes clinicas e epidemioldgicas, aliadas as provas laboratoriais devem ser
utilizadas (SHARMA & YADAYV, 2008; CERQUEIRA & PICARDEAU, 2009; MUSSO &
LASCOLA, 2013; PICARDEAU, 2013), no entanto, LOUREIRO et al. (2013) enfatizam que
o diagnostico laboratorial é um desafio, pois ainda ndo ha um método altamente sensivel e
especifico que promova um diagnoéstico confiavel e rapido da doenca em animais.

O método de diagnostico considerado definitivo para leptospirose é o cultivo e
isolamento bacteriano, pois permite a identificacdo do sorovar infectante, possibilitando a
execucdo de estudos epidemioldgicos e profilaticos. No entanto a técnica é dificultada pela lenta
taxa de crescimento de algumas cepas e pelos longos periodos de incubacdo requeridos para
que o isolado se estabilize em cultura (FAINE et al., 1999; ADLER & DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

Para 0 sucesso no isolamento sdo requeridas amostras frescas que devem ser inoculadas
em meios de cultura especificos imediatamente apés a coleta (FAINE et al., 2000; LEVETT,
2001). Além disso, uma das maiores limitacGes para o isolamento desde agente é o nivel de
contaminagédo por outros micro-organismos, principalmente quando se trabalha com amostras

clinicas, como urina obtida por miccéo espontanea (ADLER et al., 1986).
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J& dentre as técnicas indiretas mais utilizadas destacam-se o teste de aglutinacdo
microscopica (MAT) e o ensaio imunoenzimaético (ELISA) (PICARDEAU, 2013).

O teste de aglutinacdo microscopica (MAT), conforme a Organizacdo Mundial de
Saude, é o teste sorolégico recomendado para o diagndstico da leptospirose (OIE, 2012). A
base diagnostica do teste é formada pela reacéo de aglutinagdo entre os anticorpos presentes no
soro dos pacientes e antigenos da membrana das Leptospiras vivas em suspensdo (LEVETT,
2001). Apesar do principio do teste ser simples, o procedimento é laborioso e requer
manutencdo com controle de qualidade do painel das culturas (KOIZUMI et al., 2011). Além
disso, como a avaliacdo da reacdo € subjetiva exige significativa experiéncia do operador e a
variacdo de resultados entre laboratérios pode ocorrer (BHARTI et al., 2003; MILLER et al.,
2011).

O teste é capaz de fornecer resultados sorogrupo-especifico (FAINE et al., 2000;
LEVETT, 2001; AHMAD et al., 2005), porém ha possibilidade de reacdo cruzada entre
sorovares de sorogrupos diferentes em amostras de fase aguda. Por esse motivo a sorologia
pareada é necessaria para um diagnéstico seguro, sendo assim um aumento de quatro vezes no
titulo entre soros pareados confirma diagnostico da doenca, independentemente do intervalo
entre a coleta das amostras (LEVETT, 2004).

Os primeiros isolamentos de Leptospiras em suinos no Brasil foram realizados entre
1947 e 1948, no Estado de Sao Paulo (GUIDA, 1958).

O ultimo avango em relagdo aos sorotipos isolados de suinos no pais aconteceu no Rio
de Janeiro. HAMOND et al. (2016) isolaram e caracterizaram pela primeira vez o agente
Leptospira interrogans sorogrupo Australis de suinos adultos de ambos 0s sexos, sem
problemas reprodutivos, ndo vacinados e ndo submetidos a tratamento. Nove dos quinze

animais testados foram reativos contra o sorogrupo Australis sorotipo Bratislava, confirmando
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a circulacdo das cepas deste sorogrupo na regido, apontando novas perspectivas
epidemioldgicas da leptospirose animal no pais.

Em relacdo a soroprevaléncia, estudos indicam uma frequéncia dos sorovares
Autumnalis, Copenhageni, Hardjo e Wolffii no nosso pais (SOUZA, 2000; HASHIMOTO et
al., 2008; GONCALVES, 2009; CAMPOS et al., 2011; RAUBER JUNIOR et al., 2011). De
acordo com SOBESTIANSKY et al. (1999), Pomona, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi,
Canicola ja foram isolados em suinos no Brasil.

ZIMMERMAN et al. (2012) afirmam que cepas do sorotipo Tarassovi tém sido
recuperadas de animais de vida livre, fornecendo suporte a ideia de que as infec¢fes em suinos
causadas por esse sorotipo sdo acidentais e consequéncia do contato com animais silvestres. O
mesmo acontece com o sorotipo Canicola: a infeccdo é adquirida através do contato direto ou
indireto com cées — o hospedeiro de manutencdo reconhecido para este sorotipo — embora
animais silvestres também possam atuar como fonte de infeccdo (HIRSH & ZEE, 2003;
ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

No Estado de Sdo Paulo, AZEVEDO et al. (2006), em uma granja de suinos com 164
fémeas, encontraram 16,5% de soropositividade, e 0s sorovares mais frequentes foram Hardjo,
com 54,2% dos animais sororreagentes. Outros sorovares reagentes e suas respectivas
frequéncias foram Shermani (16,6%), Bratislava (12,5%), Autumnalis (12,5%) e
Icterohaemorrhagiae (4,2%).

No municipio de Patos/PB, ao realizarem um inquérito sorolégico, AZEVEDO et al.
(2008) encontraram soroprevaléncia de 33,6%, sendo o sorovar Pomona o mais frequente, em
29% de reacoes.

De acordo com GONCALVES (2009), foi realizado inquérito soroldgico para
leptospirose em 150 amostras de soros de suinos procedentes de criagfes sem historico da

doenca dos estados do Piaui e do Maranh&o, analisadas pelo teste de aglutinagdo microscépica
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(MAT). Os resultados revelaram a presenca de anticorpos anti-Leptospira em 1,3% e 8% dos
animais, respectivamente. O sorovar de maior ocorréncia foi o Icterohaemorrhagiae, mas
observou-se também a ocorréncia dos sorovares Canicola, Autumnalis, Pomona e Pyrogenes.

Amostras de suinos abatidos clandestinamente e provenientes de criatorios localizados
em Itabuna/BA, sem nenhuma medida higiénico-sanitaria e sob condi¢bes precérias, foram
analisadas por SANTOS et al. (2011), demostrando positividade em aproximadamente 20%.

Em um levantamento soroldgico realizado em suinos abatidos em frigorifico na
cidade de Pelotas, RS, FREITAS et al. (2018) relataram que das 108 amostras de soro suino
analisadas, 38,88% foram reagentes a MAT. Dos 42 suinos reagentes, 45,23% eram
provenientes da regido de Rodeio Bonito, 26,19% da regido de Pelotas, 14,28% da regido de
Horizontina e 14,28% da regido de Santo Cristo. Os sorovares mais frequentes foram Canicola,
Autumnalis e Copenhageni com 52,38%, 23,80% e 21,42% respectivamente.

Essas dissimilaridades podem ser explicadas pelo fato da frequéncia de apresentacao
dos diversos sorovares de Leptospira spp. ser dependente da amplitude de deslocamento dos
respectivos hospedeiros preferenciais, bem como da intensidade e extensdo da producdo animal
(BLAHA, 1995)

CARPENTER et al. (2006) avaliaram estratégias de controle em uma granja com 900
porcas em terminacdo. Neste estudo, as estratégias de controle utilizadas foram o descarte de
animais sororreagentes, com posterior desinfeccdo das baias, tratamento preventivo com
antibidticos a base de hidrocloreto de tetraciclina na agua, e curativo com oxitetraciclina e
estreptomicina. Além de adocdo de programas rigidos de controle de roedores.

O controle e profilaxia da infeccdo em suinos incluem medidas higiénicas, de manejo,
de combate a roedores, vacinagéo e tratamento medicamentoso (OLIVEIRA, 2007; BORDIN,

2010, OLIVEIRA et al., 2013). ZIMMERMAN et al. (2012) afirmam que a epidemiologia da
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leptospirose suina é complexa, uma vez que 0s suinos podem ser infectados por qualquer um
dos sorotipos patogénicos.

As medidas de combate aos reservatorios, tais como os representantes da familia
Muridae, incluem a modificagdo ambiental, as medidas preventivas, as medidas ofensivas, 0
uso técnico de raticidas e a educacdo em salde, que pressupfe a introducdo de novos habitos
culturais (FIGUEIREDO et al., 2013).

O tratamento medicamentoso tem por objetivo principal conter a bacteremia e seus
efeitos nos animais clinicamente afetados, bem como reduzir a eliminagédo do agente via urina,
sémen e secrecdo vaginal dos animais acometidos pela forma cronica da infecgéo
(FIGUEIREDO et al., 2013). O tratamento com diidroestreptomicina injetdvel e o uso de
oxitetraciclina nas racOes sdo eficazes para eliminar o estado de portador renal (DOBSON,
1975).

As vacinas atualmente disponiveis no mercado brasileiro contra a leptospirose sao
polivalentes, produzidas com cepas integras inativadas do agente. Os sorovares comumente
utilizados para a producdo da vacina sdo: Canicola, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni,
Pomona, Grippotyphosa e Bratislava. O esquema de vacinacao consiste na aplicacdo de duas
doses nas marrds ou primiparas, a primeira aos 28 e a segunda aos 14 dias da cobertura,
respectivamente. Para matrizes com mais de um parto, a vacinagdo deve ser preferencialmente
na primeira semana de lactagdo. Para os machos, a vacinacdo deve ser semestral apos a
aplicacdo das duas doses iniciais da vacina (CARVALHO, 2005).

E importante destacar que estas vacinas devem conter sorovares que sejam
representativos na populagdo imunizada (FAINE et al., 2000).

A determinacdo da relacdo custo/beneficio dos programas de controle da leptospirose
animal, incluindo avaliacéo da vacinagéo isolada ou combinada ao tratamento com antibidticos

e modificagdes ambientais, € um ponto de destaque (CARVALHO, 2005; SOTO et al., 2007).
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O conhecimento da prevaléncia de sorotipos e a associagdo com o hospedeiro de
manutencdo sdo essenciais para entender a epidemiologia da doenca em uma regido (COSSON
et al.,, 2014; MAYER-SCHOLL et al., 2014), visto que a doenga representa um ponto de
preocupacédo para os profissionais envolvidos com a saude animal e satde publica veterinaria

(GUERRA, 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

CONCLUSAO

A leptospirose em suinos representa uma preocupacdao ndo s em relagdo a saude
pablica, visto seu carater zoondtico, mas também a salude animal, causando importantes
prejuizos econdmicos. Entre as varias provas de diagnostico da doenca, o teste de aglutinacéo
microscopica (MAT) é o mais utilizado mundialmente e recomendado pela Organizacéo
Mundial de Saude visto a dificuldade na obtencdo de resultados conclusivos frente a tentativa
de isolamento do agente. O diagndstico clinico é dificil, uma vez que dificilmente os animais,
principalmente os adultos, apresentam sinais clinicos. Para a determinacdo da ocorréncia,
indica-se a combinacdo de provas soroldgicas e isolamento do agente. O controle da doenca em
suinos baseia-se em: medidas higiénicas, manejo, combate a roedores, vacinacao e tratamento

medicamentoso.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi realizar um levantamento soroldgico da leptospirose (soro
aglutinacdo microscépica — MAT) em suinos abatidos em frigorifico da cidade de Pelotas, RS.
Das 108 amostras de soro suino analisadas, 38,88% foram reagentes a MAT. Dos 42 suinos
reagentes, 45,23% eram provenientes da regido de Rodeio Bonito, 26,19% da regido de
Pelotas, 14,28% da regido de Horizontina e 14,28% da regido de Santo Cristo. Os sorovares
mais frequentes foram Canicola, Autumnalis e Copenhageni com 52,38%, 23,80% e 21,42%
respectivamente. Quanto a titulacdo, os titulos mais altos foram de 1:800, observados contra
os sorovares Canicola, Autumnalis e Bratislava. Com a soroprevaléncia relativamente alta em
populacdes suinas revelada aqui, vé-se a importancia do apoio veterinario no controle

sanitario dos rebanhos.

Palavras-chave: MAT. Leptospira spp. Zoonose. Sorologia.
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INTRODUCAO

A leptospirose é uma enfermidade bacteriana de ocorréncia mundial, com relevancia
econdmica e para a satde publica (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUM, 2010). A enfermidade
ocorre principalmente em regides tropicais e subtropicais, com uma incidéncia estimada de
mais de um milhdo de casos graves em humanos, resultando em mais de 58 mil mortes por
ano (COSTA et al., 2015).

Quanto aos animais de producdo, as consequéncias dessa infeccdo sao particularmente da
esfera econdmica (OLIVEIRA & NETO, 2007). Em um estudo que abrangeu varios estados
brasileiros, Favero e colaboradores (2002) relataram prevaléncia média nacional de 17,7%,
29% e 24,5% de soropositivos para caninos, equinos e suinos, respectivamente. No Brasil,
conforme Langoni e colaboradores (1995), a leptospirose em suinos ja foi uma das principais
causas de falhas reprodutivas em vdrios estados, principalmente nas regides Sul e Sudeste do
Pais, situacdo que se perpetua ainda hoje (FIGUEIREDO et al., 2013).

Fica evidente a necessidade do controle da leptospirose suina, mitigando o seu impacto
produtivo e o seu risco a saude publica. O conhecimento dos principais sorovares circulantes
em uma regido sao essenciais para o controle da leptospirose, bem como para a formulagao
de vacinas eficazes para espécie animal alvo (DELLAGOSTIN ET AL., 2011). Sendo assim,
buscando revelar os riscos associados a leptospirose suina na regiao sul do Rio Grande do Sul,
realizou-se um levantamento soroldgico da leptospirose em suinos abatidos em frigorifico da

cidade de Pelotas, RS.

MATERIAL E METODOS

Populacdo de estudo e coleta de material

O estudo foi conduzido em um frigorifico de suinos sob inspecdo estadual, localizado na cidade
de Pelotas, regido sul do Estado do Rio Grande do Sul. A populagao estudada foi constituida
de suinos abatidos no estabelecimento, segregados por municipio, sexo e categoria de idade
e peso. Amostras de sangue foram coletadas no momento da sangria, utilizando tubos

estéreis. Estes foram acondicionado em caixa de isopor e levados ao laboratério para



30

processamento a jusante. No laboratdrio os tubos foram centrifugados e o soro separado e
armazenado a -20 °C para posterior avaliagdo através do ensaio de soroaglutinacao

microscopica.

Teste de Soroaglutinagao Microscépica (MAT)

O teste de MAT foi realizado segundo Faine et al (1999). As Leptospiras foram cultivadas em
meio comercial EMJH (Difco laboratories) liquido, em uma temperatura de 29 °C e repicadas
a cada sete dias. Utilizou-se uma colecdo de doze antigenos vivos composta pelos sorovares:
Australis, Autumnalis, Bataviae, Canicola, Castelloni, Copenhageni, Grippotyphosa, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae, Patoc, Pomnona, Pyrogenes.

Os antigenos foram utilizados em uma concentracdo padrdo de 1 a 2 x 102 Leptospiras/ml. Os
sorovares de Leptospiras utilizados no estudo foram provenientes do laboratério de
referéncia Royal Tropical Institute, Amsterdan, Holanda e cedidos pela Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro. Para a execuc¢do do MAT, as amostras de soros foram
inicialmente diluidas em 1:50 em PBS estéril, pH 7,2, e confrontadas com o antigeno em uma
proporc¢do de 1:1 (para um titulo de triagem de 1:100). O teste foi considerado reagente
quando houve aglutinagdo de 50% ou mais das Leptospiras em relagao ao controle. Amostras
positivas foram reavaliadas com titulacdo seriada de 1:100 a 1:3200. Novamente, foi

considerado reagente o titulo que houve 50% ou mais de aglutinagdo comparado ao controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 108 amostras de soro sanguineo de suinos analisadas, 38,88% foram reagentes ao Teste
de Soroaglutinacdo (Tabela 1). Dos 42 suinos reagentes, 45,23% eram provenientes da regido
de Rodeio Bonito, 26,19% da regido de Pelotas, 14,28% da regido de Horizontina e 14,28% da
regido de Santo Cristo. O sorovar mais encontrado neste estudo foi Canicola que esteve
presente em 52,38% dos suinos reagentes, com 14 casos na regido de Rodeio Bonito, 5 casos
em Santo Cristo e 3 casos em Pelotas. Seguido do sorovar Autumnalis e Copenhageni, que
esteve presente respectivamente em 23,80% e 21,42% dos suinos reagentes. Na regido de
Horizontina o sorovar Canicola nao foi encontrado. Reagdes para os sorovares Pomona,

Pyrogenes e Hardjo ndo foram encontradas no estudo.
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Tabela 1 - Resultados da avaliagdo soroldgica para leptospirose de suinos abatidos em frigorifico da cidade de

Pelotas.
Horizontina Rodeio Bonito Pelotas Santo Cristo Total
N % N % N % N % N %
Amostras coletadas 20 100 30 100 30 100 28 100 108 100
Amostras reagentes ? 6 30 19 63,3 11 36,7 6 21,42 42 38,88
Discriminagdo de reagdes por antigeno ¢

Australis 0 0 1 3,3 0 0 0 0 1 0,92
Autumnalis 2 10 4 13,3 2 6,7 2 7,14 10 9,25
Bataviae 1 5 1 3,3 0 0 0 0 2 1.85
Bratislava 1 5 2 6,7 0 0 0 0 3 2,77
Canicola 0 0 14 46,7 3 10 5 17,85 22 20,37
Copenhageni 1 5 0 0 8 26,7 0 0 9 8,33
Grippothyphosa 2 10 0 0 0 0 1 3,57 3 2.77
Icterohaemorrhagiae 1 5 1 3,3 0 0 0 0 2 1,85
Pyrogenes 0 0 1 3,3 0 0 0 0 1 0,92

2 Conta-se apenas uma vez cada amostra, mesmo que tenha sido reagente para mais de um antigeno. ® O nimero
pode ser maior que o total de animais, visto que um mesmo individuo pode reagir para mais de um antigeno. ¢
N3do houve reagdes para os sorovares Hardjo, Pomona.

Quanto a titulacdo, os resultados completos, por animal, podem ser vistos na Tabela 2. Os

titulos mais altos foram de 1:800, observados contra os sorovares Canicola, Autmnalis e

Bratislava. Os demais sorovares ndo tiveram reacdes maiores que o titulo de triagem (1:100).
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Tabela 2 - Resultados da titulagdo para leptospirose dos soros de suinos abatidos em frigorifico da cidade de
Pelotas que foram positivos em uma triagem com titulo de 1:100.

Titulo®
Antigeno?® 1:100 1:200 1:400 1:800 Total
Autumnalis 3 2 3 2 10
Bratislava 1 1 1 1 4
Copenhageni 9 9
Grippothyphosa 3 3
Canicola 11 6 4 1 22
Icterohaemorrhagiae 2 2
Australis 1 1
Pyrogenes 1 1
Total 31 9 8 4 52¢

2N3do houve reagentes para os sorovares Hardjo, Pomona, Pyrogenes;
bForam avaliados titulos de 1:1600 e 1:3200, sem positivos;

‘O valor é mais alto que o total de individuos soropositivos devido a
coaglutinagdes (soros que reagiram para mais de um antigeno).

De um total de 108 suinos avaliados, de diferentes municipios do Rio Grande do Sul, 42
reagiram para ao menos um antigeno, resultando em uma soroprevaléncia geral de 38,88%.
A ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. identificada neste estudo apresentou-se mais
elevada em relacdo a maioria dos mais recentes levantamentos desenvolvidos no Brasil.
Hashimoto et al. (2008), no estado do Parana e Shimabukuro et al. (2003), no estado de Sdo
Paulo, encontraram prevaléncias de 14,58% e 36,64%, respectivamente, utilizando material
proveniente de suinos abatidos em frigorificos. Ainda assim, estudos recentes vém mostrando
soroprevaléncias altas em algumas regides, como Rigo et al. (2013), que encontraram 58,39%
de soropositivos em um frigorifico de Uberlandia (MG).

Ainda que a prevaléncia geral ndo tenha sido particularmente baixa, a maior parte das reacbes
foi contra Canicola e Copenhageni, componentes frequentemente encontrados nas vacinas
contra leptospirose para uso em suinos (SOTO et al., 2007). Assim, ndo se pode descartar a
possibilidade destes titulos serem, ao menos em parte, vacinais. Entretanto, reacdes contra
Autumnalis também foram frequentes e esse sorovar nao consta como componente das
vacinas nacionais. Da mesma forma, leitdes para terminacdo ndo costumam ser vacinados
contra leptospirose, o que diminui a probabilidade de reagdo vacinal. Outro fator sao os
titulos, enquanto as vacinas tendem a induzir titulos relativamente baixos, os titulos contra o

sorovar Canicola foram os mais altos do estudo, incluindo varios casos a 1:800 (Tabela 2).
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Animais oriundos da cidade de Rodeio Bonito tiveram a prevaléncia geral mais alta, com 19
reagentes (45,23%) comparado com 26,19% em Pelotas, 14,28% em Horizontina e em Santo
Cristo. Esses animais (de Rodeio Bonito) eram todos do mesmo lote, e a maior parte foi
reagente para Canicola (n = 14). Assim, se ndo estamos diante de titulos vacinais, é seguro
dizer que houve, neste rebanho, um surto causado por uma mesma cepa. Os animais oriundos
das outras cidades, entretanto, ndo se encaixam neste mesmo padrao. O sorovar Canicola foi
responsavel por 52,38% do numero total de reagentes, sendo os cdes domésticos e os
canideos selvagens os hospedeiros de manutencdo deste sorovar, e os suinos considerados
hospedeiros suscetiveis (LAPPIN, 2010; SESSIONS; GREENE, 2004), sugerindo que a presenca
de cdes e animais selvagens em granjas pode ser uma das fontes de infeccdo.

O sorovar Autumnalis esteve presente em 23,80% dos animais reagentes. A presenga desse
sorovar pode estar relacionado ao contato com roedores sinantrépicos (ALVES et al., 2000).
Da mesma forma, o sorovar Copenhageni esteve presente em 21,42% dos animais reagentes.
A prevaléncia do sorovar Copenhageni também indica a importancia da populacdo de
roedores na transmissao da leptospirose e reforca a necessidade de programas de controle
de roedores e educacdo em saude.

Em nosso estudo apenas 4,76% dos suinos foram reagentes para o sorovar
Icterohaemorrhagiae, no entanto em um estudo realizado em 18 granjas tecnificadas do
estado do Rio de Janeiro, Ramos, Souza e Lilenbaum (2006) detectaram o sorovar
Icterohaemorrhagiae como o mais frequente (43,1%). Osava et al. (2010) identificaram o
sorovar Icterohaemorrhagiae com maior frequéncia ao compararem diferentes sistemas
produtivos — granja nao tecnificada, granja tecnificada e granja que utiliza o Sistema Intensivo
de Suinos Criados ao Ar Livre (SISCAL). Esse resultado indica as diferentes necessidades
sanitarias e de manejo dos animais de diferentes regides, ressaltando a necessidade de
estudos locais, principalmente em regides com grandes populacdes de suinos.

O predominio de determinados sorovares de Leptospira spp. e a disseminacdo da doenca
variam conforme caracteristicas inerentes a cada regido, como condicGes de manejo e
variacdes climaticas (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Por isso, é importante o
monitoramento sorolégico nos sistemas de criagao de suinos, com a realizacdo frequente de
testes e a utilizacgdo de vacinas com os sorovares encontrados a partir de estudos

soroepidemioldgicos e, preferencialmente, isolados locais.
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CONCLUSAO

Nas condicdes deste estudo, a soroprevaléncia para leptospirose em suinos abatidos em
frigorifico do municipio de Pelotas (RS) foi de 38,88%. Na titulagao, observa-se titulos de até

1:800, contra os sorovares Canicola, Autumnalis e Bratislava.

SOROPREVALENCE FOR LEPTOSPIROSIS IN SWINE: A STUDY IN ANIMALS
ABACIDED IN REFRIGERATOR OF THE CITY OF PELOTAS/RS.

ABSTRACT

The objective of this study was to perform a serological survey of leptospirosis (microscopic
agglutination serum - MAT) in pigs slaughtered in a refrigerator in the city of Pelotas, RS. Of
the 108 swine serum samples analyzed, 38.88% were MAT reactants. Of the 42 reactive pigs,
45.23% came from the Rodeio Bonito region, 26.19% from the Pelotas region, 14.28% from
the Horizontina region and 14.28% from the Santo Cristo region. The most frequent serovars
were Canicola, Autumnalis and Copenhageni with, 52.38%, 23.80% and 21.42% respectively.
As for the titration, the highest titres were 1: 800, observed against the serovars canicola,
Autumnalis and Bratislava. With the relatively high seroprevalence in swine populations,

revealed here, the importance of veterinary support in the herd health survey is seen.

Keywords: MAT. Leptospira spp. Zoonose. Sorologia.

SEROPREVALENCIA DE LA LEPTOSPIROSIS EN PORCINOS: UN ESTUDIO EN
ANIMALES ABACIADOS EN REFRIGERADORES DE LA CIUDAD DE PELOTAS / RS.

RESUMEN
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El objetivo de este estudio fue realizar una encuesta seroldgica de leptospirosis (suero de
aglutinacién microscépica - MAT) en cerdos sacrificados en un refrigerador en la ciudad de
Pelotas, RS. De las 108 muestras de suero de cerdo analizadas, el 38.88% fueron reactivos de
MAT. De los 42 cerdos reactivos, el 45.23% provino de la regién de Rodeio Bonito, el 26.19%
de laregidn de Pelotas, el 14.28% de la regidn de Horizontinay el 14.28% de la region de Santo
Cristo. Los serovares mas frecuentes fueron Canicola, Autumnalis y Copenhageni con 52.38%,
23.80% y 21.42% respectivamente. En cuanto a la titulacidn, los titulos mas elevados fueron
1: 800, observados frente a las serovariedades Canicola, Autumnalis y Bratislava. Con la
seroprevalencia relativamente alta en las poblaciones porcinas, que se revela aqui, se ve la

importancia del apoyo veterinario en la encuesta de salud de rebafios.

Palabras clave: MAT. Leptospira spp. Zoonose. Sorologia.
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3 Considerac0des Finais

De acordo com a revisao bibliogréfica, o controle e prevencéo da leptospirose
suina dependem ndo s6 de medidas de saneamento, mas também do diagnostico
precoce da doenca e do conhecimento dos principais sorovares circulantes da regiao
com o intuito de formular vacinas eficazes. E importante conscientizar os produtores
sobre a zoonose, a fim de diminuir a incidéncia da doenga nos seres humanos.

A soroprevaléncia da leptospirose em suinos abatidos em frigorifico na regiao
sul do Rio Grande do Sul foi de 38,88%, sendo considerada relativamente alta no
ambito nacional. A maior soroprevaléncia foi para os animais oriundos do municipio
de Rodeio Bonito/RS, com 45,23%. Neste estudo, 0s sorovares com maior frequéncia
foram Canicola, Autumnalis e Copenhageni com 52,38%, 23,80% e 21,42%,
respectivamente. Quanto a titulacdo, os titulos mais altos foram de 1:800, observados
contra os sorovares Canicola, Autumnalis e Bratislava.

Com isso, vé-se a importancia e a necessidade do apoio de médicos

veterinario devidamente capacitados no controle da doenca.
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Anexo | — Documento da Comisséo de Etica e Experimentacdo Animal

UFPel
Cormiss30 oo Froo om Exper 'VA:"‘ IGO0 Ay
Pelotas, 04 de abril de 2017
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Isolamento de micro-organismos
patogénicos durante o abate de animais em frigorificos” registrada com o n°
23110.000679/2017-41, sob a responsabilidade de Everton Fagonde da Silva - que
envolve a produgdio, manutengfo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer
FAVORAVEL a sua execug?o pela Comissio de Etica em Experimentagiio Animal, em

reunido de 27/03/2017.
Finalidade ( X ) Pesquisa () Ensino
| Vigéncia da autorizagdio 05/04/2017 a 31/12/2022
Espécie/linhagem/raga Bovinos, ovinos, suinos, aves/variavel
N° de animais 384 de cada espécie
Idade variavel
Sexo Ambos
Origem Frigorificos da regido sul do Rio Grande do Sul

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo & CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO
para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n® CEEA 0678-2017).
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M.V. Dra. nelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA
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