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Resumo

MACHADO, Gilmar Batista. Leptospirose humana e animal: estudos transversais
naregiao sul do Rio Grande Sul. 2018. 71f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Programa de Pés-Graduacgdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinéria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

A leptospirose € uma zoonose bacteriana que possui distribuicdo mundial, ocorrendo
de forma endémica em paises tropicais e subtropicais. A transmissdo ocorre atraves
de contato direto com animais portadores, contato com agua ou solo contaminado, e
também através da exposi¢ao a urina ou tecidos abortados de animais infectados. A
bactéria Leptospira também pode afetar uma grande variedade de espécies animais
domésticos, que servem como reservatérios para a infeccdo humana. Dessa
maneira, neste trabalho avaliamos as informacdes disponiveis na literatura sobre a
leptospirose na zona rural do Rio Grande do Sul nos dltimos 25 anos, ressaltando a
associacdo dos animais domésticos com a doenca em humanos. Em uma
comunidade rural do municipio de Pelotas, no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil,
avaliamos a prevaléncia de leptospirose. Além de avaliar possiveis pistas
epidemioldgicas, associadas a soroprevaléncia. Dos 216 moradores que
participaram do estudo 46 (21,29%) apresentaram prevaléncia para leptospirose
com titulos variando de 25 a 800. Das variaveis testadas 13 apresentaram
relevancia estatistica. Como limpeza de caixa d’agua, pesca , limpeza de caixa de
gordura, residéncia sujeita a inundacbes, entre outros foram associados a
soroprevaléncia. Também constatamos a soroprevaléncia da leptospirose em ovinos
abatidos na regido sul Rio Grande do Sul, no periodo de maio a outubro de 2017.
Dos 81 animais testados, 23 (28,39%) com titulos variando entre 100 e 1600,
resultado préximo a média nacional. Dentre 0s sorovares patogénicos 0s mais
prevalentes foram: Autumnalis (26,66%), Hardjo (20%). De acordo com a revisao
bibliografica, as populacdes rurais estdo mais expostas a leptospirose que a urbana.
As principais medidas necessérias para a prevencao da doenca: manejo correto de
residuos e alimentos, bem como uso de EPIs ao se manusear agua, solo e animais,
além do controle sanitario dos rebanhos com vacinacdo dos suscetiveis. A
prevaléncia de leptospirose em ovinos para o sorovar Autumnalis, relacionado
principalmente a roedores, mostra a importancia no controle destes.

Palavras-chave: Leptospira; doenca ocupacional; saude publica; zoonose;
soroprevaléncia



Abstract

MACHADO, Gilmar Batista. Human and animal leptospirosis: cross-sectional
studies in the southern region of Rio Grande Sul. 2018. 71f. Thesis (Doctor
degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Leptospirosis is a bacterial zoonosis that has a worldwide distribution, occurring
endemic in tropical and subtropical countries. Transmission occurs through direct
contact with carrier animals, contact with contaminated soil or water, and also
through exposure to urine or aborted tissues from infected animals. The bacteria
Leptospira can also affect a wide variety of domestic animal species, which serve as
reservoirs for human infection. Thus, in this work we evaluate the information
available in the literature on leptospirosis in the rural area of Rio Grande do Sul in the
last 25 years, highlighting the association of domestic animals with the disease in
humans. We also evaluated the prevalence of anti-Leptospira antibodies in a rural
community in the municipality of Pelotas, State of Rio Grande do Sul, Brazil. In
addition to evaluating possible epidemiological clues associated with seroprevalence.
Of the 216 residents who participated in the study 46 (21.29%) presented a
prevalence for leptospirosis with titres varying from 25 to 800. Of the variables tested
13 were statistically significant. Such as water box cleaning, fishing, fat box cleaning,
residence subject to flooding, among others were associated with seroprevalence.
Emphasizing the importance of using personal protective equipment when handling
the soil, water and animals. We also verified the seroprevalence of leptospirosis in
sheep slaughtered in southern Rio Grande do Sul from May to October 2017. Of the
81 animals tested, 23 (28.39%) had titers ranging from 100 to 1600, close to average
national. Among the most prevalent pathogenic serovars were Autumnalis (26.66%)
and Hardjo (20%). The most urgent measures needed to avoid the disease seem to
be the proper disposal of trash and waste; use of personal protection when handling
water, soil, and animals; and proper sanitary control of livestock, especially through
vaccination. The prevalence of leptospirosis in sheep for the serovar Autumnalis,
related mainly to rodents, shows an uncontrolled importance of these.

Keywords: Leptospira; occupational disease; public health; zoonosis;
seroprevalence
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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). A leptospirose
possui um amplo espectro de manifestacfes clinicas, que vdo desde a infeccéo
subclinica, podendo apresentar doenca febril anictérica com ou sem meningite, e
uveite, até a forma grave com ictericia, insuficiéncia renal, hemorragia e o6bitos
(doenca de Weil) (KO et al.,, 2009) e sindrome hemorragica pulmonar (GULATI;
GULATI, 2012).

A doenca é causada por bactérias do género Leptospira que compreendem
22 espécies e mais 300 sorotipos descritos (DREYFUS et al., 2016). As leptospiras
sdo espiroquetas que podem ser encontradas habitando agua doce, onde se
comportam como micro-organismos saprofitas de vida livre, ou causando infeccdo
em humanos e animais (LEVETT, 2015).

As leptospiras sdo micro-organismos helicoidais que medem 6 a 25um de
comprimento por 0,2um didmetro (BHARTI et al., 2003). Observadas através de
microscopia de campo escuro e em meio fluido, as leptospiras sdo organismos
pequenos, moveis e com forma helicoidal, geralmente com uma ou ambas as
extremidades curvadas (FAINE, 1999). Aerdbios estritos e que apresentam uma ou
ambas as extremidades curvadas ou em forma de gancho, dotados de grande
motilidade conferida por um axostilo (SIMOES et al., 2016). Apresentam crescimento
otimo em uma faixa de temperatura entre 28 a 30°C, possuem multiplicacao lenta e
sdo exigentes no que se refere a meios de cultivo, sendo rotineiramente
suplementados com soro de coelho ou suplementos comerciais (CAMERON, 2015).

A estrutura geral das leptospiras € similar a das bactérias Gram-negativas,
com uma membrana externa onde o lipopolissacarideo (LPS) esta anexado, uma
membrana interna e uma camada de peptideoglicano contendo o0 espacgo
periplasmatico (CAMERON, 2015). A membrana externa que envolve toda a célula,
os filamentos axiais denominados de flagelos periplasmaticos e os cilindros
protoplasmaticos, que incluem a membrana celular e a capa de peptidioglicano da
parede celular (SIMOES et al., 2016). A motilidade das leptospiras em meio fluido
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deve-se a atividade de dois flagelos periplasmaticos, localizados no espaco entre a
membrana interna e a membrana externa (KO et al., 2009).

Cada flagelo estd ancorado em uma das extremidades da célula bacteriana,
conferindo a Leptospira suas pontas em formato de gancho (LAMBERT et al., 2012).
A motilidade também é um dos principais fatores relacionados a patogenicidade da
Leptospira (FERNANDES et al., 2016), uma vez que o flagelo incorporado permite
que a bactéria execute o movimento de saca rolha caracteristico, facilitando sua
disseminagédo no hospedeiro e sobrevivéncia no ambiente (BUYUTIMKIN; SAIER,
2015).

A transmissao ocorre através de contato direto com animais portadores,
contato com 4gua ou solo contaminado, e também através da exposi¢cao a urina ou
tecidos abortados de animais infectados (HARTSKEERL et al., 2011). A doenca €
considerada um problema de saude publica e estima-se que mais de um milhdo de
casos humanos ocorram anualmente, resultando em aproximadamente 60 mil
mortes (COSTA et al., 2015). A leptospirose € um importante problema de saude
publica para o Estado do Rio Grande do Sul, com uma média de 428 casos
notificados anualmente. A incidéncia real € provavelmente muito maior,
especialmente em populacdes vulneraveis, porque leptospirose € comumente
diagnosticada e ndo declarada (SCHENEIDER et al., 2015).

A bactéria Leptospira também pode afetar uma grande variedade de espécies
animais domésticos, que servem como reservatorios para a infeccao humana (WHO,
2003). Os sorovares se alojam nos tubulos renais dos animais, que passam a
excretd-las no ambiente durante meses ou anos, ja 0s seres humanos séo
considerados hospedeiros acidentais que provavelmente ndo transmitem a bactéria
(HARTSKEERL et al., 2011 ; ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

A incidéncia humana da leptospirose € geralmente subestimada a falta de
sistemas de vigilancia no local, os sintomas clinicos inespecificos e da complexidade
de diagnostico (BHARTI et al., 2003 ; LEVETT, 2001). Exposi¢cdo a agua e ao solo
contaminado pela urina de animais infectados € a via de transmissao mais comum
entre pessoas e animais domésticos (WHO, 2003).

Considerada também uma doenca profissional, a leptospirose afeta
trabalhadores de frigorificos, mineiros de ouro, trabalhadores de esgotos e
agricultores (BENSCHOP et al., 2009). Agricultores constituem os principais grupos

de risco ocupacional, que sdo susceptiveis pela exposi¢cdo ao solo umido e agua
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durante as suas atividades diarias, por exemplo durante o cultivo do arroz, criacédo
de animais (CHADSUTHI et al., 2017).

No ambiente, as leptospiras podem sobreviver a partir de semanas a meses
em solo umido em dias secos ou em aguas superficiais em dias chuvosos (SAITO et
al., 2013). Condi¢cdes 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
(SCHENEIDER et al., 2015). A diversidade de portadores animais representa um
desafio significativo para prevencéo e controle (PETRAKOVSKY et al., 2014).

A criacdo de gado e a agricultura representam um papel importante como
fator de risco ocupacional para leptospirose humana, e também mostra o papel de
animais selvagens como reservatorios de Leptospira (SUBHARAT et al., 2010). De
acordo com Assenga et al. (2015) em seu estudo realizado na Tanzania, existe uma
via de transmissdo bovino-humano comum em sistemas agropastoris.

Embora os estudos de soroprevaléncia transversais indicam principalmente
passado exposicdo as leptospiras, pessoas com altos titulos pode ter a doenca
aguda recente ou exposicao recente recorrente (DREYFUS et al., 2016). Embora os
seres humanos sejam considerados hospedeiros acidentais na cadeia
epidemioldgica da leptospirose, e que ndo existam relatos de qualquer associacao
com um particular sorovar, sdo descritas diferencas entre as fontes de infec¢éo no
meio urbano e no meio rural, além da atividade ocupacional e recreacional, e fatores
climaticos, os quais os humanos estdo expostos (LAU et al., 2016).

De acordo com Barcellos et al. (2003), em um estudo de casos notificados,
Pelotas, apresentou uma incidéncia de 16,3 casos por 100 mil, uma frequéncia
superior a média nacional que é de 3,5 casos por 100 mil habitantes. Ja de acordo
com Scheneider et al. (2015) também sobre casos notificados no Rio Grande do Sul,
aponta a incidéncia de 1,2 a 2,4 casos para cada 10 mil habitantes no municipio de
Pelotas.

Estudo sorologico de leptospirose no municipio de Pelotas foi realizado por
(JOUGLARD; BROD, 2000), 213 propriedades da zona rural, analisaram 489
amostras sorologicas de caninos, encontrando 13 (2,66%) animais reagentes no
MAT com os titulos de sorovares variando de 50 a 800, com reacdes para 0S
sorovares Icterohaemorrhagiae, Australis, Copenhageni e Canicola. De acordo com

Scheneider et al. (2015) as populagbes rurais do Rio Grande do Sul tém cerca de
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oito vezes maior risco de contrair leptospirose do que a populacbes urbanas, e os
casos rurais estdo principalmente em duas zonas, caracterizadas pela maior
producao de tabaco (regiao central) e maior producao de arroz (regiao sul).

A importancia zoondtica das leptospiras patogénicas como agentes
etiologicos ja foram descritas em varias espécies de animais domeésticos e selvagens
que adquirem naturalmente a infeccdo (AMORIM et al., 2016). A espécie ovina é
considerada a menos suscetivel quando comparada a outras como a suina
(FIGUEIREDO et al., 2013). Muitas vezes a evolugdo da doenca € assintomética,
podendo desencadear surtos com abortamento e morte de cordeiros (CICERONI et
al., 2000; CARVALHO et al., 2011).

Nos ovinos, a leptospirose pode se manifestar de forma aguda, subaguda e
cronica, caracterizando-se por quadros clinicos de septicemia, hemorragia, nefrite,
ictericia, hemoglobinudria, mastite sanguinolenta, retorno ao cio, abortamento nas
ovelhas e anemia hemolitica nos cordeiros, com morte na primeira semana de vida
(CICERONI et al., 2000; BARBUDO-FILHO et al., 1999; AZEVEDO et al., 2004).

Neste trabalho, avaliamos as informacfes disponiveis na literatura sobre a
leptospirose na zona rural do Rio Grande do Sul nos dltimos 25 anos, ressaltando a
associacdo dos animais domeésticos com a doenca em humanos. Inicialmente,
apresentamos uma revisao de literatura intitulada “Leptospirose humana: uma
revisdo sobre a doenca e os fatores de risco associados a zona rural” aceito para
publicacdo na revista Science and Animal Health.

O segundo artigo teve como objetivo avaliar a prevaléncia de anticorpos anti-
Leptospira spp. em uma comunidade rural da cidade de Pelotas, no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. Além de avaliar possiveis pistas epidemiolégicas, associadas
a soroprevaléncia. O artigo intitulado “Seroprevalence of human leptospirosis in a
rural district of Pelotas, a city in southernmost Brazil” submetido a revista The
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene.

Finalmente, o terceiro artigo intitulado “Leptospirosis in sheep in southern Rio
Grande do Sul, Brazil”. Este artigo tem como objetivo constatar a soroprevaléncia da
leptospirose em ovinos abatidos na regido sul do Rio Grande do Sul, no periodo de
maio a outubro de 2017. O artigo formatado de acordo com as normas da revista

Ciéncia Animal Brasileira, a qual sera submetido.



2 Hipotese

A prevaléncia de aglutininas anti-leptospira na populacdo de Cerrito Alegre
um distrito rural de Pelotas (RS) € maior do que a média nacional.
A prevaléncia de aglutininas anti-leptospira em ovinos encaminhados ao

abate é elevada em areas endémicas para a leptospirose humana.



3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Realizar um estudo transversal da leptospirose humana e animal, na regiao
sul do Rio Grande do Sul.

3.2 Objetivos Especificos

Revisar a bibliografia disponivel sobre a leptospirose humana e animal na
zona rural do Rio Grande do Sul e sobre os principais aspectos envolvidos na
leptospirose ovina;

Determinar o titulo de aglutininas anti-Leptospira através do MAT em
amostras de soros humanos;

Determinar o titulo de aglutininas anti-Leptospira através do MAT em
amostras de soros ovinos;

Aplicar um questionario epidemiologico na populacdo pesquisada, visando a

realizacdo de uma analise de exposi¢cao-desfecho.



4 Artigos
4.1 Artigo 1

LEPTOSPIROSE HUMANA: UMA REVISAO SOBRE A DOENCA E OS FATORES
DE RISCO ASSOCIADOS A ZONA RURAL

Gilmar Batista Machado; Amilton Clair Seixas Neto; Caroline Dewes; Tanise
Pacheco Fortes; Paula Soares Pacheco; Lais Santos Freitas; Samuel Rodrigues

Felix; Everton Fagonde da Silva

Artigo aceito para publicacdo na revista Science and Animal Health



18

SGIENGEANDANIMALHEALTH

Faculdade de Veterinaria e Programa de Pos-Gradugéo em Veterindria da Universidade Federal de Pelotas

A revista cientifica Science and Animal Health certifica que o artigo abaixo foi aceito para publicagdo:

Titulo: “LEPTOSPIROSE HUMANA: UMA REVISAO SOBRE A DOENCA E 05 FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A ZONA RURAL"

Autores: Gilmar Batista Machado, Amilton Clair Seixas Neto, Caroline Dewes, Tanise Pacheco Fortes, Paula Soares Pacheco,

Lais Santos Freitas, Samuel Rodrigues Felix, Everton Fagonde da Silva.

Submissdo: 19/06/2017. Artigo aceito para publicacéo: 09/11/2017.

Pelotas, 10 de novembro de 2017.

Paulo Ricardo Centeno Rodrigues
Editor Gerente



19

LEPTOSPIROSE HUMANA: UMA REVISAO SOBRE A DOENGCA E OS FATORES DE
RISCO ASSOCIADOS A ZONA RURAL
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DEWES, Caroline3;
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UFPel;  Mestranda no Programa de Pés-Graduagéo em Veterindria; Professor Doutor,
Faculdade de Veterindria, UFPel.

RESUMO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial cuja transmissdo aos suscetiveis
ocorre pelo contato direto ou indireto com os doentes. A moléstia é causada por bactérias
do género Leptospira, a acomete tanto humanos quanto animais. No meio rural, o risco dos
humanos em adquirir a doenca é maior do que para os moradores do meio urbano,
principalmente pelo contato com animais domésticos, sinantrépicos e silvestres. Neste
contexto, este estudo objetivou revisar os principais estudos epidemioldgicos sobre a
leptospirose no meio rural do Estado do RS nos ultimos vinte e cinco anos, inferindo sobre a
influéncia das atividades agropecuarias nos casos da doenca em humanos. Evidencia-se que
as populacdes rurais no RS, principalmente as localizadas na regido sul e central estdo mais
expostas e possuem maiores chances de contrair a leptospirose, quando comparadas com a
zona urbana. No RS, as atividades que envolvem longos periodos de trabalho em contato
com a agua e a indisponibilidade, na maioria das vezes, de equipamentos de protecdo
individual (EPI), aumentam o risco para a contaminacdo com leptospirose. Entre os animais
domésticos, destacam-se o0s caninos e bovinos como importantes transmissores da
leptospirose para os humanos no meio rural. Além disso, falhas no saneamento e coleta de
lixo favorecem a presenca de roedores nas propriedades, elevando o risco para a ocorréncia
da doenca. Assim, medidas como a reeducacdo, a informacdo sobre os principais fatores de
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riscos da doenca e o uso de EPl podem ser utilizadas para prevenir casos graves da
leptospirose no meio rural do RS.
Palavras-chave: Leptospira. Saude Publica. Doenca Ocupacional. Zoonose.

INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenca bacteriana, zoondtica de distribuicdo mundial, endémica em
paises tropicais e subtropicais (DREYFUS et al., 2016). A transmissdo ocorre através da
exposicdo, direta ou indireta a urina ou tecidos abortados de animais infectados, pelo
contato direto com animais portadores, contato com d4gua ou solo contaminados
(HARTSKEERL et al.,, 2011). A doenca é causada por bactérias do género Leptospira que
compreendem 22 espécies e mais de 300 sorotipos descritos (DREYFUS et al., 2016).

Nas cidades brasileiras, sua ocorréncia estd relacionada a condi¢cdes inadequadas de
habitagdo, permitindo o contato dos humanos com dguas ou solos contaminados
principalmente em periodos de chuvas e enchentes, favorecendo a infeccdo (FONTES et al.,
2010). A leptospirose foi descrita pela primeira vez em 1880, no Cairo por Larrey, no entanto
foi em 1886 que Weil descreveu minuciosamente, quatro casos clinicos em humanos
(SIMOES et al., 2016). No Brasil, os primeiros relatos sobre leptospirose foram publicados no
Rio de Janeiro, em 1917, por Aragao, sobre “A presenca do Spirochaeta icterohaemorrhagiae
nos ratos do Rio de Janeiro”, (OLIVEIRA, 2008).

A leptospirose possui um amplo espectro de manifestacdes clinicas, que vao desde a
infeccdo subclinica, podendo apresentar doenca febril anictérica, com ou sem meningite, e
uveite; até as formas graves com elevada letalidade, com ictericia, insuficiéncia renal e
hemorragia (doenca de Weil) (KO et al., 2009) e sindrome hemorragica pulmonar (GULATI;
GULATI, 2012). De acordo com (COSTA et al., 2015) a estimativa é que ocorra mais de 1
milhdo de casos, que ocasionam mais de 58 mil mortes anualmente em todo o mundo. No
Estado do Rio Grande do Sul, mais de 400 casos sdo notificados anualmente, e estima-se que
a real incidéncia da enfermidade seja mais elevada, especialmente em populacdes
vulneraveis, onde a leptospirose é comumente diagnosticada e ndo declarada (SCHENEIDER
et al.,, 2015).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo revisar a bibliografia disponivel
sobre leptospirose na zona rural do Rio Grande do Sul nos ultimos 25 anos, ressaltando a

associacdao dos animais domésticos com a doengca em humanos.
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A BACTERIA

A leptospirose é causada por bactérias do género Leptospira, que acomete humanos e
animais, os quais participam da cadeia epidemiolégica como doentes, portadores
assintomadticos e reservatérios (FIGUEIREDO et al., 2001). A organizagao estrutural e a
composi¢ao quimica das leptospiras sao semelhantes as de bactérias Gram-negativas, como
a membrana externa que envolve toda a célula, os filamentos axiais denominados de
flagelos periplasmaticos e os cilindros protoplasmaticos, que incluem a membrana celular e
a capa de peptidioglicano da parede celular (SIMOES et al., 2016).

As leptospiras sao micro-organismos helicoidais que medem 6 a 25 um de comprimento por
0,2 um didmetro (BHARTI et al., 2003), aerdbios estritos e que apresentam uma ou ambas as
extremidades curvadas ou em forma de gancho, dotados de grande motilidade conferida por
um axostilo (SIMOES et al., 2016). Apresentam crescimento 6timo em uma faixa de
temperatura entre 28 a 30 °C, possuem multiplicagdo lenta e sdo exigentes no que se refere
a meios de cultivo, sendo rotineiramente suplementados com soro de coelho ou

suplementos comerciais (CAMERON, 2015).

IMUNIDADE

A Leptospira penetra no hospedeiro através da mucosa, pele lesada ou integra. Apds vencer
as barreiras de porta de entrada, multiplica-se no espago intersticial e nos humores
organicos (sangue, linfa e liquor), caracterizando um quadro agudo septicémico denominado
de leptospiremia (SIMOES et al., 2016).

A auséncia de fagécitos no filtrado glomerular permite a multiplicacdo destes
microrganismos nos tubulos contorcidos renais formando microcol6nias. Desta localizacao,
as leptospiras passam a ser eliminadas através da urina (leptospiruria) por periodos
variaveis, de dias a anos. Tal fato explica a existéncia de portadores renais, fator primordial
na epidemiologia da leptospirose, onde a transmissdo ocorre pela exposicdo a urina de
animais infectados e ambientes contaminados pela mesma (PLANK; DEAN, 2000; ACHA;
SZYFRES, 2003).

Embora os seres humanos sejam considerados hospedeiros acidentais na cadeia
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epidemioldgica da leptospirose, e que ndo existam relatos de qualquer associagdo com um
sorovar em particular, sdo descritas diferencas entre as fontes de infecgdo no meio urbano e
no meio rural, além da atividade ocupacional e recreacional, e fatores climaticos, aos quais
os humanos estdao expostos (MORGAN et al. 2002; LAU et al. 2016).

A cadeia epidemiolégica da leptospirose envolve trés elos: a fonte de infeccdo, as vias de
transmissao e o hospedeiro susceptivel, sendo que as medidas de prevencao e controle da
enfermidade deverdo ser dirigidas a todos os elos dessa cadeia (BROD; FEHLBERG, 1992). De
acordo com Blanco et al. (2016), o conhecimento dos sorovares prevalentes e seus
hospedeiros de manutengao é essencial para o entendimento da cadeia epidemiolégica da
doenca em qualquer drea do mundo.

Segundo Jin et al. (2009), as bactérias sdo capazes de sobreviver no interior dos macroéfagos
e escapar da inducdo da apoptose, capacidade relacionada a viruléncia. A menos que ocorra
a presenca de anticorpos especificos, as leptospiras patogénicas sdo capazes de resistir a
fagocitose por macréfagos e neutréfilos (ADLER, 2014). Assim, diferentes consequéncias da
infeccdo aguda estariam relacionadas aos diferentes resultados da interagdo da Leptospira

sp. com macrofagos (LI et al., 2007).

DIAGNOSTICO

Como diagndstico laboratorial a principal ferramenta é o teste de aglutinacao microscdpica
(MAT), sendo a técnica padrdo para o diagndstico da leptospirose (ADLER, 2014). Na técnica,
antigenos vivos reagem com amostras de soro e a aglutina¢do resultante é examinada
através da microscopia de campo escuro (MUSSO; SCOLA, 2013). O teste depende da
presenca de quantidades detectaveis de anticorpos anti-Leptospira em amostras de
pacientes convalescentes (PICARDEAU et al., 2014).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a utilizacdo de um painel de cepas
considerado padrdo. A inclusdo de um determinado sorovar no painel de antigenos vai
depender do laboratdrio encarregado do teste (BLANCO et al., 2016), e o painel devera
conter amostras representando os sorovares de circulagdo local (PINTO et al., 2015), além
dos mais prevalentes na espécie testada. Testes moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) demonstram a presenca do agente na amostra clinica e permitem a

confirmacdo da doenca durante os primeiros dias apds a apresentacdo dos sintomas
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(PICARDEAU et al., 2014), uma das principais limitagdes do MAT.

A visualizagdo direta de leptospiras em microscépio de campo escuro tem sido utilizada
principalmente em amostras de urina durante a fase de leptospiruria, este exame, quando
realizado imediatamente apds a colheita da urina aumenta as chances de um resultado
positivo, uma vez que o diagndstico é baseado na morfologia e motilidade das espiroquetas
(FAINE et al., 1999). Este teste apresenta como principais limitagdes, baixa sensibilidade,
necessidade de observador experiente para diferenciar leptospiras de artefatos presentes
nas amostras e a eliminagcao intermitente de leptospiras pela urina (OLIVEIRA, 2008). O
isolamento de leptospiras permite o diagndstico definitivo da leptospirose e a identificacao
do sorovar infectante, dado importante para orientar acdes destinadas ao controle e

profilaxia da doenca (VASCONCELLOS et al., 1997; FAINE et al., 1999).

ANIMAIS DOMESTICOS E A LEPTOSPIRA EM POPULAGOES RURAIS

De acordo com Scheneider et al. (2015) as populagdes rurais do Rio Grande do Sul, tém cerca
de oito vezes maior risco de contrair leptospirose do que as popula¢des urbanas, e os casos
rurais estao principalmente em duas zonas, caracterizadas pela maior producdo de tabaco
(regido central) e maior producgao de arroz (regido sul).

Um estudo realizado por Barcellos et al. (2003) de casos notificados em Pelotas no Rio
Grande do Sul, apresentou uma incidéncia de 16,3 casos por 100 mil, uma frequéncia
superior a média nacional de 3,5 casos por 100 mil habitantes. J& Scheneider et al. (2015)
também sobre casos notificados no Rio Grande do Sul, indicam uma incidéncia de 1,2 a 2,4
casos para cada 10 mil habitantes no municipio de Pelotas.

Em seu estudo Schneider et al. (2015) revelou indicios de uma nova associa¢cdo entre
exposicdo-desfecho da leptospirose, que é a plantacdo de tabaco no RS. O principal fator
relacionado a essa associacao seria o pH do solo, ja que para o crescimento do tabaco o solo
deverd apresentar um pH entre 5,0 e 6,5 (FAO, 2013), semelhante ao pH étimo do solo para
a manutencdo de alguns sorovares de Leptospira, que é um pH de 6,2 para a sobrevivéncia
ao longo de sete semanas no ambiente (ACHA; SZYFRES, 2003). De acordo com Khairani-bejo
et al. (2004) os requisitos de sobrevivéncia no solo podem variar entre os sorovares, como o
caso do sorovar Hardjo, comumente associado aos ruminantes, o qual cresce em um pH

entre 6,5 e 6,8.
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A associacdo entre os trabalhadores da cultura do arroz e a leptospirose ja foi descrito na
literatura (CAMINITI et al., 2011; WHO, 2003). Destacam-se os riscos profissionais associados
a infeccdo por leptospirose, tais como longo periodo de exposicdo a agua, a falta de uso de
equipamento de protec¢do individual (EPI) e presenga de feridas na pele (CAMINITI et al.,
2011). Assim, a conscientizacdo de empregados e empregadores quanto a importancia do
uso de EPI, pode vir a amenizar a facilidade de contato com a bactéria no Rio Grande do Sul,
propiciada por longas horas de trabalho em lavouras e condicdes ambientais ideais para
multiplicagdo das bactérias.

Homem et al. (2001) na Amazoénia Oriental Brasileira revelaram uma prevaléncia soroldgica
em humanos de 32,8%, no qual sorovares como Hardjo e Grippotyphosa estavam entre os
mais importantes, apresentando 6% e 4,5% de prevaléncia, respectivamente. Além disso, o
sorovarHardjo também estava entre os mais frequentes nos bovinos analisados,
corroborando com os dados epidemiolégicos que mostram os bovinos como importantes
transmissores desse sorovar para humanos. O Rio Grande do Sul carente em estudos sobre a
relacdo entre a atividade pecudria com o risco para infec¢do por leptospirose. Em estudo
realizado por Brod et al. (1995) sobre a prevaléncia da leptospirose em bovinos, na regido
Sul do Rio Grande do Sul mostrou 41,49% de soros reagentes, com predominancia de Hardjo
(82,25%). Também Herrmann et al. (2012), realizaram um estudo com bovinos na mesma
regido encontrando uma prevaléncia de 38,75%, apresentando titulos acima de 100, sendo o
sorovar Hardjo o mais prevalente, entre outros que reagiram estavam: Pyrogenes, Australis
e Pomona. Estes dados mostram a importancia dos bovinos na manutencdo da leptospirose
no meio rural gaucho, e a necessidade de estudos que incluam a populagdao exposta nessa
cadeia produtiva.

Alguns autores como Subharat et al. (2010) e Salgado et al. (2014) afirmaram que o gado e a
agricultura representam um papel importante como fator de risco ocupacional para
leptospirose humana, mas destacam também o papel de animais selvagens como
reservatoérios de Leptospira. Atividades externas, agricultura e contato com animais foram
significantemente associados com a soropositividade para leptospirose (SETHI et al., 2003).
Na mesma linha, Heath e Johnson (1994) observaram que grupos de alto risco para
leptospirose sdo trabalhadores de fazendas e de matadouros, ja que ficam expostos as
Leptospiras, principalmente aos sorovares Pomona e Hardjo, e concluiram que geralmente a

prevaléncia de leptospirose na populacdo humana é um reflexo de prevaléncia na populacdo
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animal com a qual as pessoas tém contato.

No meio rural de Pelotas, um estudo realizado por Jouglard e Brod (2000) em 213
propriedades, analisou 489 amostras soroldgicas de caninos, encontrando 13 (2,66%)
animais positivos no MAT com os titulos variando de 50 a 800, com reagdes para 0s
sorovares Icterohaemorrhagiae, Australis, Copenhageni e Canicola. De acordo com Faine et
al. (1999) cades, assim como ratos e camundongos, sao as importantes fontes de infec¢ao de
Leptospira para o homem. Querino et al. (2003) demonstraram que O acesso a rua
proporciona aos cdes inimeras possibilidades de se infectarem com Leptospira pelo contato
direto ou indireto com outros animais, ou pelo acesso as dreas alagadicas.

Zacarias et al. (2008) reforcaram o papel de ratos como reservatério do sorovar
Copenhageni e também colocam a urina de gado infectado como um fator de risco para a
leptospirose humana. De acordo com Silva et al. (2015) praticas sanitdrias precdrias sao
amplamente observadas em propriedades rurais do Rio Grande do Sul, tais como lixo e
acumulo de lixo orgénico, falta de saneamento, falha no acondicionamento de alimentos e a
qualidade da 4gua negligenciada, promovendo a proliferacdo de ratos e animais silvestres de

vida livre, facilitando a transmissao do agente etioldgico para um hospedeiro susceptivel.

CONTROLE

O controle da leptospirose animal deve assentar-se na integracdo de medidas profilaticas instituida
nos trés niveis da cadeia de transmissdo: fontes de infeccdo (vertebrados infectados), vias de
transmissdo (agua, solo e fomites contaminados) e susceptiveis (vertebrados nado infectados e ndo
imunizados) (OLIVEIRA, 2008). Aplicacdo de medidas de saneamento que incluem destino adequado
do lixo, armazenagem correta dos alimentos de uso humano e animal em instalagdes construidas a
prova dos roedores, evitar a armazenagem de entulhos ou objetos em desuso que possa fornecer
abrigo para tais animais e, finalmente, a aplicagdo dos métodos ofensivos, representados pelo uso
racional dos diversos tipos de rodenticidas (SIMOES et al., 2016).

A protecdo especifica dos animais susceptiveis é obtida com o uso de vacinas inativadas que
contenham os sorovares de leptospiras (SALLES; LILENBAUM, 2006). Eliminar o excesso de agua livre,
com o emprego de técnicas de drenagem e canalizagdo dos cursos de agua (SIMOES et al., 2016),
destinar adequadamente os esgotos e aguas servidas é de grande importancia para a reducdo do

nivel de contaminacdo ambiental (OLIVEIRA, 2008).
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CONCLUSOES

As populagdes rurais do Rio Grande do Sul, principalmente a regido central e sul do estado,
estdo mais expostas e com mais chances de adquirirem a enfermidade quando comparadas
a zonas urbanas. Em propriedades rurais, bovinos e cdes infectados pela Leptospira sao
importantes para a manutencdo da bactéria, representando elos importantes na cadeia de
transmissao aos humanos. Sendo assim, a leptospirose torna-se a doenga ocupacional de
maior ocorréncia em pecuaristas.

Além disso, praticas sanitdrias mal conduzidas, como acumulo de lixo, ma qualidade da agua
e falha no acondicionamento de alimentos, propiciam a proliferacdo de ratos e outros
animais silvestres, facilitando a transmissdao do agente. Da mesma forma, a falta do uso de
equipamentos de protecdo individual em trabalhadores rurais, facilita a infeccdo por
leptospiras.

Vé-se, portanto, que as principais medidas necessdrias para a prevenc¢do da doeng¢a no meio
rural sdo de reeducacdo dos trabalhadores, tanto agricolas quanto pecudrios, bem como dos
moradores. Sugere-se que o manejo correto de residuos e alimentos, bem como uso de EPI,
poderiam diminuir os casos da doenca em humanos, consideravelmente. Além disso, o
controle sanitdrio dos rebanhos, através de vigilancia permanente e vacinagdao de animais

suscetiveis.

HUMAN LEPTOSPIROSIS: A REVIEW ON THE DISEASE AND RISCK FACTORS
ASSOCIATED WITH RURAL POPULATIONS

ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonosis of worldwide distribution, transmission occurs through direct or
indirect contact with carriers. Caused by bacteria of the Leptospira genus, it is a disease of
both humans and other animals. Rural populations tend to be closer with animals, both wild
and domestic, which increases the chance of contact with the agent. Thusly, this study
reviews literature regarding leptospirosis in rural Rio Grande do Sul state, Brazil, in the last
25 years and infers on the risks associated with farming activities. We demonstrate that rural
populations, mainly in the southern and central regions of the state, are more at risk of
acquiring the disease, when compared to urban dwellers. The state conditions which,
associated with long work hours and lack of use of individual protection equipment,
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facilitates contact with the bacteria. Among domestic animals, dogs and cattle are important
in maintaining and transmitting leptospirosis in these regions. Furthermore, sanitary
shortcomings such as lack of proper sanitation and waste disposal favor the presence of
rodents near homes, another possible risk factor. In this light, education regarding the
disease, and proper use of individual protection equipment, seems to be the most needed
measures to reduce human infection in rural Rio Grande do Sul state, Brazil.
Keywords:Leptospira. Public health. Occupational disease. Zoonosis.

LEPTOSPIROSIS HUMANA: UNA REVISION SOBRE LA ENFERMEDAD Y LOS
FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA ZONA RURAL

RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis de distribucién mundial cuyatransmisiéon a los susceptibles
ocurre por el contacto directo o indirecto com los enfermos. La molestia es causada por
bactérias del género Leptospira, la cual ocurre tanto en humanos como em animales. Em El
medio rural, el riesgo de los humanos en adquirir la enfermedad es mayor que para los
habitantes del medio urbano, principalmente por el contacto com animales domésticos,
sinantrépicos y silvestres. En este contexto, este estudio objetivd revisar los principales
estudios epidemioldgicos sobre la leptospirosis em el medio rural del Estado del RS em los
ultimos veinti cinco afios, inferiendo sobre la influencia de las actividades agropecudrias em
los casos de la enfermedad en humanos. Se evidencia que las poblaciones rural e senel RS,
principalmente las localizadas em la regién sur y central estdan mas expuestas y tienen mayo
resposibilidades de contra er la leptospirosis, cuando comparadas com la zona urbana. En
RS, La sactividades que involucran largos periodos de trabajo en contacto conel agua y La
indisponibilidad, la mayoria de las veces, de equipos de proteccién individual (EPI),
aumentan el riesgo para la leptospirosis. Entre los animales domésticos, se destacan los
caninos y bovinos como importantes transmisores de la leptospirosis para los humanos em
el medio rural. Ademas, fallas em elsaneamiento y recoleccién de basura favorecen la
presencia de roedores em las propiedades, elevando el riesgo para la ocurrencia de la
enfermedad. Asi, medidas como la reeducacién, la informacidn sobre los principales factores
de riesgo de la enfermedad y el uso de EPI pueden ser utilizadas para prevenir casos graves
de la leptospirosis em el medio rural del RS.

Palabras clave: Leptospira. Salud publica. Enfermedad Ocupacional. Zoonosis.
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Seroprevalence of human leptospirosis in a rural district of Pelotas, a city in

southernmost Brazil

Gilmar Batista Machado, Amilton Clair Pinto Seixas Neto, Tanise Pacheco Fortes, Caroline
Dewes, Suelen Costa Rodrigues, Sibele Borsuk, Samuel Rodrigues Félix, and
EvertonFagonde da Silva
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brazil; Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brazil

Abstract: Leptospirosis is one of the most widespread zoonosis in the world. In humans, the
disease is responsible for more than a million cases annually. The purpose of this study was to
assess human seroprevalence to leptospirosis in a rural community of southernmost Brazil.
Furthermore, we assess possible epidemiological cues associated with seroprevalence. A total
of 216 individuals were enrolled in the study, with an overall seroprevalence of 21.29%
(n=46), to the 12 antigens tested. Seropositivity was associated with 13 of the investigated
cues, including those associated with the individuals, their behavior, environment, domestic
animals, and synanthropic rodents. While seroprevalence was not particularly high when
compared to other studies in similar populations, some of the risk factors associated with the
disease are easy to circumvent, and indications for policymakers and future studies are made
within.

INTRODUCTION

Leptospirosis is a zoonotic bacterial disease of global distribution, particularly
prevalent in tropical and subtropical countries. The causative agents are pathogenic bacteria of
the Leptospira genus, with over 300 described serovars®. Transmission occurs through contact
with infected animals, their urine or tissues, or indirectly through contact with water or soil
contaminated by these?.

Leptospirosis is considered an emerging, neglected disease, of public health concern,
with more than 870 thousand severe human cases every year, and ~49 thousand deaths
annually®. In the state of Rio Grande do Sul, the southernmost state in Brazil, leptospirosis is
particularly burdensome, with an average of 428 cases notified annually*. True incidence is
unknown however, since under diagnosis and under notification is common, especially in low

income and/or rural communities, exactly the population considered to be at most risk, due to

the occupational aspect of the disease.
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Leptospirosis occurs disproportionately in people who practice certain activities or
occupations. People working in mines, slaughterhouses, sewers, and farmers and field
workers are at particular risk®>. Farmers bring together a series of occupational risks to
leptospirosis, such as exposure to water, to humid soils, and to animals, during their daily
activities®. Besides the more obvious direct infection routes affecting these workers, such as
bovine to human’, wild animals also play a role in rural communities®. According to
Scheneider and co-workers (2015)*, rural populations in Rio Grande do Sul state are eight
times more likely to contract leptospiroisis than urban populations, especially those associated
with the tobacco and rice production industries.

In this light, the purpose of this study was to assess the prevalence of anti-Leptospira
spp. antibodies in a rural community of the city of Pelotas, Rio Grande do Sul state, Brazil.

Furthermore, we assess possible epidemiological cues associated with seroprevalence.

MATERIAL AND METHODS
Study setting and population

Participants of the cross-section study were those living in the rural community of
Cerrito Alegre (Third district of the city of Pelotas, RS;31°32°12”S, 52°21°51”W). To be
included in the study, participants had to be residents of the third district, over 18 years old,
and agree to participate (signing an informed consent). No exclusion criteria were applied,
once the inclusion criteria were met. The study was submitted to, evaluated and approved by
the ethics committee of the university's school of medicine (CEP/UFPel =1352717 and
COCEPE/UFPel=6643). According to the 2010 census, Cerrito Alegre has a population of
3074 residents®. Sample size was calculated considering a confidence of 95% and an expected
seroprevalence of 10% to 20% (15% +/- 5%), for a required minimum of 185 participants.

Blood sampling



35

Blood harvesting was carried out by able professional (either a nurse or a physician),
with sterile, disposable material, in collection tubes free of anti-coagulants. After harvesting
sera were separated through centrifugation, and stored at -20 °C until use.

Microscopic agglutination test (MAT)

The MAT was carried out as recommended®, and previously described. Briefly,
leptospira strains were cultured in liqguid EMJH (Difco) media, at 29 °C, and subcultured
every seven days. To use in the MAT, cultures were standardized at 1-2 x 108 cells/mL. Sera
samples were initially diluted at 1:12.5 in sterile saline, these were incubated with the antigen
at a proportion of 1:1 (for a trial titer of 1:25), for two hours at 29 °C. Over 50%
agglutination, when compared to control, was considered positive. Positive sera were then re
tested at serial titers, from 1:25 to 1:3200. Leptospira species, serovar, and strains, used in this
study can be seen on table 1.

Questionnaire and Statistics

Individuals sampled were asked to answer a questionnaire regarding possible risk
factors to leptospirosis. Questions regarding the individuals, their behavior, environment,
domestic animals, and synanthropic rodents can be seen on table 2. All statistics were carried
out on the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), version 22.0; or on Epiinfo 7. A
two tailed Fischer exact test was used to compare exposure and outcome in 2x2 tables. A

power of 95% was used, with p values of 0.05 or less considered statistically relevant.

RESULTS

From October 2015 to July 2016, a total of 216 residents of Cerrito accepted
participation in this study. Blood samples were harvested, and all of them answered the
epidemiological questionnaire. Of the sampled individuals, 83 (38.43%) were men, and 133

(61.57%) were women.
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Of the 216 samples, 46 (21.29%) were seropositive for at least one antigen, at a trial
titer of 1:25. Results regarding seropositivity can be seen in full on table 1. Regarding
possible risk factors to seropositivity, environmental issues, such as flooding of the residence
(OR: 5.30 - p<0.05); factors regarding the presence of rodents, such as their access to animal
fodder (OR: 3.74 - p<0.01); and behaviour issues, such as cleaning the water reservatory tank
(OR: 3.74 - p<0.01), were all associated with seropositivity, among others. Full results

regarding risk factors for seropositivity can be seen on table 2.

DISCUSSION

In a rural district of Pelotas, southernmost Brazil, this study found an overall
seroprevalence for human leptospirosis of 21.29% (46 of 216) with titers varying from 25 to
800. Pelotas is unique in its diversity of Leptospira species and serovars circulating in its
animal and human populationt*21314 Nonetheless, serological assessments in humans are
few and far between, and none have been undertaken in rural populations, with most
epidemiological information regarding notified cases®. In this light, the randomized sample of
apparently healthy individuals found herein allows for a hereto unseen report on Leptospira
spp. seropositivity in these populations.

In our study, Ballum and Canicola were the most frequent reacting serovars (19.56%
and 17.39% of all the positive sera, respectively). Curiously, these were the two serovars in
the test panel that were replaced with local isolates: Canicola/Kito and Ballum/4E*3. The use
of local isolates in screening panels has been shown to increase the sensitivity of MAT™,
Furthermore, these serovars are associated with domestic and synanthropic animals (Canicola
with dogs and Ballum with rodents)*®, present in most of the participants homes.

Schneider and co-workers (2015)* indicate rice and tobacco cultures as possible risk

factors for leptospirosis in Rio Grande do Sul state, common activities in the studied region,
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especially tobacco, which is appropriate for the small agricultural units of Cerrito Alegre.
Furthermore, we found that use of animal feed, rodents in the animal fodder, loose control
over access to animal fodder (animal access), and frequent rodent control measures were
associated with seropositivity in humans (Table 2). Needless to say, rodents are the most
common species associated with human leptospirosis!’, and the high Ballumseroreactivity,
compared to other serovars, supports synanthrpic rodents as the foremost maintenance hosts
in the region.

Contact with water through fishing; cleaning water tanks; and cleaning grease traps,
were also associated with seropositivity. In line with this, the residence being prone to
flooding, and the high humidity of fields where the livestock are kept were also associated
with seropositivity (Table 2). All these water related risk factors were expected, as these
bacteria are easily carried by water, where it can survive for long periods of time!s.
Nonetheless, orientation towards prevention of the disease seldom regards household chores,
such as cleaning water tanks, as important risk factors, and the population of these rural
communities usually undertakes these activities without specialized help or appropriate
equipment. Policymakers should therefore be advised to emphasize the need of protection
equipment whenever handling these materials.

Most of the houses where people were interviewed had vegetable gardens. If these
were fenced, or otherwise isolated from animals, a protection from seopositivity to
leptospirosis was observed (Table 2). This is likely due to the manipulation of humid soil,
which can be a risk factor if dogs, or other animals have urinated on it, since Leptospira spp.
can survive in these conditions, especially in gardens where the pH of soil is often corrected
to numbers that favor bacterial survival (pH ~6,2)%%. Likewise, the presence of cats was
expected to be a protection factor, since previous studies have described it as such?!, however,

our findings reveal the contrary in the studied population, where housed cats were, in fact, a
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risk factor (Table 2). Cats are known to suffer from leptospirosis, sometimes with relatively
high seroprevalence (25.2%)2?, but clean habits usually prevent them from transmitting the
disease to humans. Nonetheless, these animals may be carrying rodents into the houses, or
exposing their owners in other fashions, yet to be revealed.

General seroprevalence was relatively average, compared to similar studies in similar
settings which have found both lower (12.2%)? and higher (34.8%)* general seroprevalence.
Nonetheless, measures to control the disease are essential and should be undertaken.
Policymakers that work with rural populations should emphasize the use of protective
equipment when handling water, soil, and animals. Further studies in different settings and
sustained surveillance in these populations are also recommended to aid control and reduce
leptospirosis cases. Rural populations in the city of Pelotas have a seroprevalence of 21.29%
to anti-leptospira antibodies. Furthermore, risk factors, mostly associated with lifestyle, are
described; and practices that seem to be protective against the disease include the use of

personal protection equipment when handling soil, water, and animals.
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Table 1. Antigen list used for the MAT, and results, with titers.
Resultsandtiters

ab 0
Serovars 25 50 100 200 400 8oo 0@ %
Australis 2 - 2 - 1 1 6 13,05
Ballum 5 2 2 - - - 9 19,56
Canicola 3 2 3 - - - 8 17,39
Copenhageni 5 1 1 - - - 7 15,22
Hardjo 3 1 - - - - 4 8,69
Pomona - 2 - - - - 2 4,34
Patoc 6 - - - - 6 13,05
Pyrogenes - 1 - - - - 1 2,18
Ballum/Copenhageni® - 1 - - - - 1 2,18
Australis/Pyrogenes® 1 1 - - - - 2 4,34

Total 25 11 8 - 1 1 46 100
& When coagglutination occurred, the serovar reacting at the highest titer was considered.

bSerovars assessed thad did not ract: Autumnalis, Bataviae, Grippotyphosa, and
Icterohaemorrhagiae. “Coagglutination at the highest titer.
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Table 2. Epidemiological cues assessed and risk factor description for seropositivity to anti-
Leptospira antibodies in a rural district of the city of Pelotas (RS).
Variable Answer Total positive %  O.R. cC.lz2
Variables regarding the individuals, their home, and their environment
Yes 112 30 26.78 2.01 1.02-3.96**
No 104 16 15.38
Yes 119 34 28,57 283  1.37-5.84*

Cleaning grease trap

Cleaning water tank

No 97 12 12.37
Fishing Yes 79 24 30.37 228 1.17-4.42**
No 137 22 16.05
. Yes 7 4 57.14 530 1.14-24.59**
House prone to flooding No 209 42 20.09
Yes 34 24 70.58 17.02 7.15-40.53*

House in humid location No 170 21 12.35

Yes 124 21 16.93 0.2  0.09-0.42*
No 46 23 50
Variables that did not associate with seroprevalence: Cleaning septic tanks; Use of
swimming pool; Bathing in natural pools (ponds or dams); Hunting; contact with animal
blood; Contact with flood water; Contact with sewer or drainage water; Contact with
marsh water; Contact with muddy soil; contact with flood moved soil; Contact with humid
soil; contact with animal carcass; Contact with people with leptospirosis; Presence of
vegetable garden; Presence of water tank; Is the water tank lidded; Cleaning sewers
Variables regarding domestic animals and synanthropic rodents

Fenced vegetable garden

Cats inside the house Yes 68 23 33.82 277 1.42-5.43*
No 148 23 15.54

Livestock fed with Yes 97 10 10.30 0.25 0.11-0.54*

concentrated fodder No 115 36 31.30

Livestock graze in humid Yes 34 24 70.58 17.02 7.15-40.53*

fields No 170 21 12.35

. . . Yes 156 20 12.82 0.18 0.09-0.37*

Livestock graze in Dry fields No 59 26 44.06

Animal access to fodder Yes 17 11 64.70 8.48 2.94-24.48*

storage No 197 35 17.76

Presence of rodents in Yes 49 20 40.82 3.74  1.84-7.58*

animal fodder No 167 26 15.56

Routine rodent control Yes 161 43 26.70 6.31 1.87-21.28*
No 55 3 5.45

Variables that did not associate with seroprevalence: Contact with domestic animal urine;
Possession of cattle; Sheep; Pigs; Dogs; Cats; Horses; Dogs inside the house; Animal
access to the vegetable garden; Animals vaccinated against leptospirosis; Abortion in the
livestock; Contact with rodent urine; presence of rodents. Regarding animal feed: Natural
pastures; Sowed pastures; Corn; Silage. Regarding storage of animal fodder: Separate
room; In the house; In a shed; Lidded barrel; Un-lidded barrel.

4P value calculated using a two tailed exact Fischer test: * p<0.01; ** p<0.05
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Abstract

Leptospirosis is a globally occurring zoonosis. The disease is mostly asymptomatic in sheep,
but is a major cause of reproductive losses. In Rio Grande do Sul state, commercial sheep
herds total over 3.94 million animals. In this light, our study aims to identify seroprevalence
of anti-Leptospira anti-bodies in sheep slaughtered at a commercial abattoir. Blood
collections were carried out from May to October 2017, at the time of bleeding in the
slaughter line. The serum samples were subjected to the Microscopic Agglutination Test
(MAT), with a panel of 12 antigens (serovars). A total of 81 sheep were included, of these, 23
(28.39%) were seropositive for at least one serovar. According to the most prevalent serovars
(Autumnalis, Hardjo, and Bratislava), grazing alongside cattle, and the presence of rodents,
may be influencing the epidemiology of the disease in these sheep. Though the prevalence
was similar to the national average (26%), it is lower that the most recently described for the
region (34.26%), which may indicate progress in technification and/or policymaking.
Keywords: Sheep Leptospirosis; seroprevalence; slaughterhouse; MAT; zoonosis.

Resumo

A leptospirose é uma zoonose de ocorréncia global. A doenca é principalmente assintomatica
em ovinos, mas é uma das principais causas de perda reprodutiva. No estado do Rio Grande
do Sul, a criacdo de ovelhas é uma indudstria de 3,942 milhGes de cabecas. Nesta luz, nosso
estudo tem como objetivo identificar a soroprevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em
ovelhas abatidas em um matadouro comercial. As coletas de sangue foram realizadas de maio
a outubro de 2017, no momento do sangramento na linha de abate. As amostras de soro foram
submetidas ao Teste de Aglutinagdo Microscopica (MAT), com um painel de 12 antigenos
(sorovares). Um total de 81 ovelhas foram incluidas, destes, 23 (28,39%) foram soropositivos
para pelo menos um sorovar. De acordo com 0s sorovares mais prevalentes (Autumnalis,
Hardjo e Bratislava), pastar ao lado do gado e a presenca de roedores, podem estar
influenciando a epidemiologia da doenca nestas ovelhas. Embora a prevaléncia tenha sido
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semelhante & média nacional (26%), € menor que o descrito mais recentemente para a regido
(34,26%), 0 que pode indicar avancos na tecnificacdo e / ou elaboracao de politicas.
Palavras-chave: Leptospirose ovina; soroprevaléncia; frigorifico; MAT; zoonose.

Introduction

Leptospirosis is a globally occurring zoonosis caused by pathogenic bacteria of the Leptospira
genus®™. The disease is often asymptomatic in sheep, but abortions and lamb deaths may
occur®3), When the symptomatic disease occurs, common complications include sepsis,
hemorrhaging, icterus, nephritis, hemoglobinuria, mastitis, and reproductive setbacks, such as
fetal absorption, abortion, and weak newborns which usually die before one week®.
Leptospirosis in sheep herds is usually associated with grazing alongside cattle, where the
smaller ruminant will infect themselves through direct or indirect contact with contaminated
bovine urine®® |

In Rio Grande do Sul, the southernmost state in Brazil, commercial sheep herds total over
3.94 million animals®, that are mostly under technified. In this light, our study aims to
identify seroprevalence of anti-Leptospira antibodies in sheep slaughtered at a commercial

abattoir in southern Rio Grande do Sul, an important sheep rearing region in the state.

Material and Methods

This study was conducted in a slaughterhouse under state health inspection (DISPOA),
operating in the city of Capédo do Ledo, in the southernmost sate of Brazil (Rio Grande do Sul
-RS). The studied population were sheep reared for, and slaughtered at slaughterhouse
mentioned above. All animals that were approved for slaughter by the inspection agency were
included, no exclusion criteria were applied. This study was approved by the ethics committee
for animal experimentation of the Universidade Federal de Pelotas (CEEA-UFPel: 0678-
2017).

Blood collections were carried out from May to October 2017, at the time of bleeding in the
slaughter line. Sterile tubes were used, and the sera separated through centrifugation at 5000
G for 10 minutes. Sera were kept at -20 °C until use. Kidneys were also collected in the
slaughter line to attempt bacterial isolation. The left kidney was collected and processed upon
arrival at the laboratory. Sterile fragments (0.5 cm?®) were macerated into EMJH media, left
for one hour, and 500 pL were sub cultured into fresh EMJH media supplemented with 10%
Difco™ Leptospira supplement. The cultivation attempts were observed weekly under dark

field microscopy, for up to 10 weeks (unless contaminated).
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The serum samples were subjected to the Microscopic Agglutination Test (MAT). This was
carried out according to World Health Organization recommendations, as previously
described®®. Samples were diluted 1:50, for a trial titter of 100. A total of 12 antigens were
used, serovars: Canicola, Australis, Bataviae, Autumnalis, Bratislava, Copenhageni,
Grippothyphosa, Hardjo, Icterohaemorragiae, Pomona, Pyrogenes, and Patoc. These were
kindely provided by the provided by the Colecdo de Leptospira (CLEP)/Laboratdrio de
Referéncia Nacional para Leptospirose (LNRNL), FIOCRUZ. Positive samples were then
tittered from 1:100 to 1:3200. When co-agglutination occurred, the highest titter was
considered positive.

Results
A total of 81 sheep were included, from seven different herds and three different
municipalities of the region (Capdo do Ledo; Arroio Grande; and Pedro Osorio). Of these, 23
(28.39%) were seropositive for at least one serovar, in the MAT. Patoc was the most prevalent
serovar overall (N=8, 34.78%), and Autumnalis (N=4, 17,39%) and Hardjo (N=3, 13.04%)
were the most prevalent, among the pathogenic serovars. Titters varied from 1:100 to 1:1600.
Complete results regarding seropositivity and titters can be seen on table 1. Furthermore,
though no contamination occurred in the isolation attempts, and all potential cultures were

kept and observed for the full period, no isolate was obtained.
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Table 1.Seroepositivity, according to serovar of highest titre, of sheep slaughtered at an

abattoir in southern Rio Grande do Sul state. Only positive results considered

Titre

Antigen? 100 200 400 800 1600 Total
Autumnalis 1 2 1 4
Bratislava 1 1
Copenhageni 1 1 2
Grippothyphosa 1 1
Hardjo 1 2 3
Icterohaemorrhagiae 1 1
Pomona 1 1 2
Pyrogenes 1 1
Patoc 8 8
Total 14 5 1 1 2 23

®A total of 12 antigens were assessed, no positive results were found for: Canicola,

Australis, and Bataviae.

Discussion

In our study, and overall prevalence of 28.39% for anti-Leptospira antibodies was found in
sheep slaughtered at Capdo do Ledo. This result was very close to the national average in
sheep, which is 26%19, and slightly lower than the most recently described seroprevalence in
Rio Grande do Sul state, of 34.78%(Y. However, in other regions of the country, low
seropravalence has been found, from 8.6%12), to 3.5%%), and 3%419),

Regarding serovar specific reactions, Patoc was by far the most prevalent in our study. Patoc
is a serovar of the L. biflexa species of nonpathogenic leptospiras. It is usually included in the
MAT antigenic panel as a sentinel for possible cross reactions of serovars that are not
present®. In this light, it may be possible to assume that unusual serovars are likely
circulating in the herds studied. The region of Pelotas, where Capdo do Ledo is situated, is
known for its unusually high variability of circulating serovars, in humans and animals, and
unexpected species and serovars of Leptospira are described circulating there, ever more

frequently®®),
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Disregarding Patoc, Autumnalis and Hardjo were the most prevalent serovars. Studies
assessing seroprevalence in cattle are more frequent than in sheep, and these serovars are
common in bovines of southern Rio Grande do Sul®”*®. Considering that sheep and cattle are
usually kept in the same pastures, grazing together and sharing the same watering
opportunities, the circulation of the same serovars among these species is not surprising, and
has been suggested before®V. Furthermore, Autumnalis has also been implicated in ovine
leptospirosis, and found as the most prevalent serovar in past studies®?%, with some authors
suggesting sheep as important risk factors for human infection with this serovar®. Likewise,
though the prevalence for serovar Copenhageni was relatively low in our study (8.69% of all
positive), the fact that it is circulating in the herds is worthy of note. This serovar has
synanthropic rodents as its most important maintenance host®®, and is one of the most

important causative agents of leptospirosis in humans®@?.

Conclusion

Sheep in southernmost Rio Grande do Sul have a prevalence of 28.39% seropositive for anti-
Leptospira antibodies. The most prevalent pathogenic serovar was Autumnalis, associated
with rodents, reiterating the need for pest control.
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5 Consideracdes Finais

De acordo com a revisdo bibliografica, as popula¢des rurais do Rio Grande do
Sul, estdo mais expostas a leptospirose quando comparadas a zona urbana. As
principais medidas necessarias para a prevencdo da doenca no meio rural sdo a
reeducacdo dos trabalhadores tanto agricolas como pecuérios. Manejo correto de
residuos e alimentos, bem como utilizacdo de EPIs. Além do controle sanitario de
dos rebanhos, através da vigilancia permanente e vacinacdo de animais suscetiveis.

As populacdes rurais da cidade de Pelotas tém uma soroprevaléncia geral de
21,29% para a leptospirose. Além disso, os fatores de risco, principalmente
associados ao estilo de vida, também sdo descritos. Enfatizando o uso de
equipamentos de protecdo ao manusear agua, solo e animais.

A prevaléncia de leptospirose em ovinos na regido sul do Rio Grande do Sul
foi de 28,39%, sendo que o sorovar patogénico mais prevalente foi o Autumnalis,

relacionado principalmente a roedores, mostrando a importancia no controle destes.
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Grarde Ama CHPQ:  E00.0000-3 - Cilnolas Agriviac

Area P E 05.00.00-7 - Medloina Yetmindria
BEsuma & leplocpirocs & uma Ioonocs de Importincta coolal & scondmioa por apresendar slevada Inolddnola, afio
oucto hocpitalar & pardac g= diac de trabalho, oomo tambsm por cus morbldsds & ledalldacs. &
leptoepiroce humana possul um amplc scpeotre de manifectagbec olinkac, que wio decds a Infeoqplo
mlﬁnmuﬂdnmnhdmrqahuIaMMnummHmﬂlmmm
Ioderiola, Incuflckinola renal, hemorragla & obfos O diagnostico da leptocpiroce humans somtines cemdo
UM A parodbiemid sl & g cale pObdins. M3 malors dos oseod. & hictdria spldsmicidglos. ot clrale
& gintomac nlhlmdndnunfunhpufﬁtmndhurmiﬁu-u da anfermidads, cando naoeccdria a
oonfrmagdo l[aboratorial. Em relagbo & prevalénola da lspiospirocs hemana no melo noal de Pelotas,
nignhum schado apidemilokigioo fod publlesds nos Odmas 10 anos. Macts sondexio, o precends projeto tsm
oomo chbletive reallzar um sstude francversal da keplospiross humana, sm morzdorss de Cemito Alegre,
um distrito rural de Pelotas, Rlc Grands do Sul.
Errvesfve acser mentecio com madeion da anlmsts sob cegheing CEEA: Mao
i s Crbjerttve Geral Asallzar um sstudo transvercal da leplospiross humana, sm moradorss de Camiio Alegre,
um dictritc naral ds Pelotac, Rlo Gramds do Sul. Cbjebieos scpscifoos « Colatar cangus ds HEmMancs para
determinar a fraguénels ds indivldecc reaganisc no fecke de corcaglutinagda milorocodploa [MATY,
utllizardo cepas recomandadss pela Crganizaglo Mundial de Badde (OME); - Determinar o thulo de
aglutinines andldeptocpiras afravés do MAT sm amociras de coros humanos; = solar leptospiras do
cangue de 0ac0E cucpatios de lepiocpiroes; « Aplicar um questionaro spldemiologion na populagdo
pecquicada, vicando a mallzagio de uma andlics de sxpoclplo-decleabo
3. Equips
Coordenador
BIAFE Foime Email
1radeeT EVERTOM FAZDNDE DA SILVA afclvaiulpsl =du.br
Professoras
SIAPE - Noms Linidada CH.Sem CH. Tolal
071G - AMILTON CLAIR PINTO:
SEIXAS NETO M0 uipel s 1045
G1ATEST 100 - FLAVLA ALFDOD
VASCONCELLOS Hao ufpsi 2 418
1227535 - ODIR ANTOMIO DELLAGOSTIN  CDTEC - Centro de Dessmvolvimento 1 209
TeuCarmod Cefplacory
Adumnics
airiouls - Mome Curso CHL Eam. CJH. Tokal
132524 - Tankes Pachess Foriesc Yeerinaria E 1045
16102453 - Carodines: Dewac Yesrinaria z &1E
1305110 - LECHARDO: MARIME Medioina Vebsrinarda 12 2604
1491 ETE - Olimrar E-aticts Maohado Yetsrindria 20 A1E]
14903761 - PAUILA 30ARES PACHECD Medloina Vetsrinaria -] 1e72

Fara valdar este docurenio acesse o shi= da UFPEL tem Valldador de dooumesnbos & informe o codpo 32 TTHEV

1&11501F e

S o T e Priginm 1 da 2

69



70

po - nhversdate Federa de Pelotas

8- - Pri-Refioria e Pesquisa @ Pe-Graduagio
== Deparaments de Pesquisa
Estudo epideminioglcd 0a lepiospinss humana em um distmio Rl de Pelotas’®
4. Fonts Nnancladora
Fonbe Firanceim “Wor
- FE0ur0% |prasprisc R .00

O Coordenador decis projato declars, formalments, e

. Tem pleEno confecimenio dos ramiles 3 serem seguidcs pars CEfasto: junio a0 Departamenio de Fesguiss da Pri-refora o
Pesquisa = Pés-gradunclo (PRPPG) & 0 regisio no COCEFE;

Il. Se rezponzabliza peks encaminhamenio do projets &m seu Departamenio & no Conssiho Superior da unkdads pam sua aprovaclio;
lll. Assume Inteira responsabildade pela veacikdade das informaples contidas ma presente solicagio & pelos danos pessoals,
maierals & ambientals, dscomentes da evecucio do projeio & apicapio de seus resuksdcos.

EVERTON FAGONDE Dy SILVA, - Coordenador
15 Nowvemiono 2047

Chefe do Cepar@memo Presidente do Conselho Departamental

Fara validar eshe documenio acesse o sie da UFFEL bem Valldador de dooumambos & informe o oadpo BRI 1THEV
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Anexo 3
Parecer da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA — UFPel)

LFPal

= E A

) woind s (30 F1og e Lo vt 'wo ey

Pelotas, 04 de abril de 2017

Centificado

Certificamos gue a proposta intitlada “Iselamento de micro-organismos
patogénicos durante o abate de animais em frigorificos™ registrada com o n°
23110.0006792017-41, sob a responsabilidade de Everton Fagonde da Silva - que
envolve a produglio, manutengio ou wtilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cieatifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os peeceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n* 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), ¢ recebeu parecer
FAVORAVEL a sua execugio pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal, em
reunido de 27/03/2017,

Finalidade ( X ) Pesquisa ( )} Ensino
| Vigéncia da autorizagho 05/04/2017 a 3171272022
Espécie/linhagemyraga Bovinos, ovinos, suinos, aves/variavel

N° de animais 384 de cada espéeic

Idade vanavel

Sexo Ambos

Ori Frigorificos da regifio sul do Rio Grande do Sul

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reeaviar o processo i CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO
para posterior registro no COCEPE (eddigo para cadastro " CEEA 0678-2017).

3&/«4« W

[
M.V. Dra. Anclize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Chente em: { 2007
Assinatura do Professor Responsivel:




