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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo detectar atraves da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) a presenca do fragmento do gene lipL32 em fragmentos coletados de rins de suinos
abatidos em frigorificos localizados no Distrito Federal com o intuito de estudar a ocorréncia
da Leptospira spp., assim como identificar suinos portadores renais do agente. Foram
coletadas amostras renais de 50 carcagas provenientes de animais oriundos de trés
propriedades diferentes. A PCR foi baseada na detec¢do do fragmento do gene lipL32, o qual
é extremamente conservado em todas as cepas patogénicas da Leptospira spp. O resultado
encontrado em todas as amostras do estudo foi negativo para a bactéria Leptospira spp. Em
granjas com boas condicbes sanitéarias, apesar de o risco de transmissdo ser baixo, a
leptospirose suina permanece como um assunto preocupante tanto para a Saude Animal

guanto para a Saude Publica.

Palavras-chave: suino, Leptospira, proteina LipL32, PCR
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ABSTRACT

This study aimed to detect through the Polymerase Chain Reaction (PCR) the presence of
lipL32 gene in fragments collected from pig kidneys in slaughterhouses located in Distrito
Federal in order to study the occurrence of the Leptospira spp. as well as identify renal
carriers of the agent. Kidney samples from 50 animals from three different properties were
collected. The PCR method was based on the detection of lipL32 gene which is highly
conserved in all strains of pathogenic Leptospira spp. The PCR was negative in all the
surveyed kidney samples. In farms with good sanitary conditions, despite the low risk of
transmission, swine leptospirosis remains a matter of concern both for Animal Health and for
Public Health.

Key words: pigs, Leptospira, LipL32 protein, PCR
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CAPITULO |

INTRODUCAO

A suinocultura no Brasil vem se qualificando como uma das atividades
responsavel pela manutencdo do desenvolvimento econdmico e social de muitos
municipios e estados do pais, gerando empregos no campo, na industria e no comércio.
No 3° trimestre do ano de 2015, o abate de suinos no Brasil foi recorde, apresentando o
maior resultado desde o comeco da pesquisa, iniciada em 1997. A regido Sul é
responsavel pela grande maioria dos abates (66,6%), seguida pelas regibes Sudeste
(18,2%), Centro-Oeste (14%), Nordeste (1,1%) e Norte (0,1%) (IBGE, 2015).

No cenério internacional, o Brasil segue como o quarto maior produtor e 0
quarto maior exportador de carne suina (ABPA, 2015). Essa realidade é responsavel por
mais investimentos na tecnologia de producdo, manejo e, principalmente, na qualidade
da certificacdo sanitaria. No passado, problemas relacionados a sanidade do rebanho,
como a peste suina classica, foram prejudiciais a participacdo do Brasil no mercado
internacional (CIAS, 2010). A sanidade do rebanho, além de interferir na exportacdo do
produto final, faz a diferenca entre o sucesso e o fracasso da cria¢do suina.

Listada como uma doenca de notificacdo obrigatéria pela Organizacdo Mundial
de Saude Animal (OIE), a leptospirose € uma das principais doencas infecciosas dos
suinos (OIE 2012). Considerada uma zoonose amplamente disseminada pelo mundo,
além de afetar diversas espécies de animais domésticos e silvestres e representar riscos
para a saude publica, interfere diretamente nos indices produtivos da suinocultura
(TRABULSI, 2005; OSAVA et al., 2010).

A leptospirose esta entre as doencas bacterianas que podem gerar uma queda
significativa nos indices reprodutivos e grandes prejuizos econémicos em granjas
suinicolas (AZEVEDO et al., 2008). Abortamento, natimortalidade e mumificag&o fetal
sdo alguns dos distarbios reprodutivos encontrados nos plantéis suinos que entraram em
contato com o agente infeccioso (HIRSH e ZEE, 2003; SANTOS et al., 2011).

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) estima que o comprometimento
global da leptospirose humana ultrapasse um milh&o de casos severos por ano, com
crescente aumento no numero de paises notificadores de surtos da doenca (WHO,
2010). Todos os sorotipos podem produzir doenca nos seres humanos, poréem as

manifestacdes variam de acordo com o sorotipo envolvido. As infeccdes causam febre,



ictericia, dor muscular, exantemas, meningite ndo-supurativa e, em sua forma maligna,
pode causar doenca hepatica ou renal fatal (FERNANDES, WILDNER e
FURLANETTO, 2006).

Por se tratar de uma zoonose, a leptospirose também ¢é classificada como uma
doenga de risco ocupacional, atingindo diferentes categorias profissionais como
funcionéarios de matadouros-frigorificos, magarefes, além de tratadores de animais e
veterinarios (FERNANDES, WILDNER e FURLANETTO, 2006). Desta forma,
existindo ameaca a saude publica, o indice de prejuizos decorrente da doenca é
ampliado. Em termos de salde publica, o impacto da leptospirose dar-se-a devido ao
alto custo do tratamento dos seres humanos acometidos, podendo apresentar letalidade
de 5a20% (WHO, 2010).

Apesar dos disturbios reprodutivos decorrentes de doencas infecciosas causarem
tantos prejuizos a suinocultura do pais, pesquisas e estudos abordando esse tema ainda
sdo escassas. Atualmente, estados localizados na regido Sul do pais apresentam maior
quantidade de estudos cientificos relacionados a sanidade suidea. Diferentes resultados
da prevaléncia da doenca podem ser encontrados considerando que a ocorréncia da
doenca sofre variagOes de acordo com o sistema de producdo, manejo, clima, regido e
sorotipo infectante. Deste modo, a realizacdo de pesquisas € necessaria para 0 correto
mapeamento da prevaléncia da leptospirose suina em cada estado do Brasil e, com isso,
a adequada elaboracdo de medidas de controle e profilaxia para combater essa
enfermidade.

Ainda que considerada endémica no pais, especialmente no Distrito Federal e
Goias, pouco se tem relatado sobre a importancia das perdas provocadas pela doenca,
seja pelos 6bitos dos animais ou pela queda significativa nos indices reprodutivos. E
fundamental maior riqueza de dados que possam contribuir com seu controle e

prevencao.



REFERENCIAL TEORICO

Aspectos Histdricos

A histéria moderna da leptospirose comegou em 1886 quando o médico alemé&o
Adolf Weil descreveu em humanos uma doenca denominada “icterus catarrhalis”. Os
doentes apresentavam ictericia especifica acompanhada de esplenomegalia, disfuncédo
renal, conjuntivite e erupcdes cutaneas. Na época, pouco era conhecido sobre o curso da
doenca, que era classificada como uma sindrome infecciosa ictérica com disfuncéo
renal, posteriormente denominada como Doenca de Weil (TORTEN e MARSHALL,
1994).

A primeira visualizacdo do agente da leptospirose ocorreu em 1907 por Arthur
Stimson. Através da coloracao de prata, Stimson observou, acidentalmente, espiroguetas
com as extremidades curvadas em rins de um paciente com febre amarela. Depois da
descoberta, o organismo foi nomeado de Spirochaeta interrogans por se parecer com
um ponto de interrogacdo (TORTEN e MARSHALL, 1994; CDC, 2013).

Contudo, o agente causador da Doenca de Weil foi isolado somente alguns anos
depois. Em 1915 dois grupos de pesquisadores isolaram o agente ao mesmo tempo. No
Japdo, Inada et al. (1916) detectaram espiroquetas no sangue de mineiros ictéricos, as
quais denominaram de Spirochaeta icterohemorrhagia. Enquanto na Alemanha, dois
grupos de médicos isolaram o microrganismo de amostras provenientes de uma area
proxima a Paris (TORTEN e MARSHALL, 1994).

Hideyo Noguchi (1917) estudou os microrganismos isolados por Inada et al.
(1916) e os achou com morfologia semelhante a da espiroqueta sapréfita (Spirocheta
biflexa) isolada por Wolbach e Binger (1914) de adgua estagnada coletada de uma lagoa
de &gua doce em Boston, nos Estados Unidos. Ao comparar os dois microrganismos,
Noguchi (1917) constatou que o isolado japonés era morfologicamente diferente de todo
0 género das espiroquetas e assim sugeriu a criacdo de um novo género chamado
Leptospira.

A leptospirose animal foi identificada em 1850 como uma entidade clinica
separada, cerca de 30 anos antes de Weil descobrir a doengca humana. Em 1898 uma
epidemia em caes foi registrada em Stuttgart, na Alemanha. Mas somente 28 anos mais
tarde, quando os agentes etioldgicos foram descobertos, foi possivel perceber que

microrganismos com idéntica morfologia estavam causando a doenca em caes e



humanos. No final dos anos 40 e inicio dos anos 50, a leptospirose em animais
domesticos havia sido estabelecida como uma doenga de importante significancia tanto
para a Medicina Veterindria quanto para a Medicina Humana (TORTEN e
MARSHALL, 1994).

Aspectos Microbiologicos
Classificagéo e Taxonomia

A leptospirose é uma doenca causada por espiroquetas patogénicas pertencentes
ao reino Bacteria, ao filo Spirochaetes, a classe Spirochaetes, a ordem Spirochaetales, a
familia Leptospiracea e ao género Leptospira. As espiroquetas compdem um dos
poucos grandes grupos bacterianos cujas relagbes filogenéticas sdo evidentes em nivel
de caracteristicas fenotipicas. Dentro do filo Spirochaetes, as leptospiras formam o
cluster mais profundamente ramificado (NOGUCHI, 1917; WOESE, 1987; PASTER et
al., 1991). Sua morfologia e fisiologia sd@o uniformes, porém, apresentam sorologia e
epidemiologia diferentes (HIRSH e ZEE, 2003).

Duas formas de classificagdo coexistiam, uma delas constituia-se de critérios
genéticos e a outra de determinantes antigénicos relacionados a reagdes sorologicas,
onde o antissoro era utilizado para estabelecer parentesco entres as amostras (HIRSH e
ZEE, 2003). A classificacéo tradicional foi baseada em determinantes antigénicos, onde
0 género Leptospira era dividido em duas espécies: Leptospira interrogans,
compreendendo todas as cepas patogénicas, e Leptospira biflexa, contendo as cepas
saprofitas isoladas do meio ambiente (FAINE e STALLMAN, 1982).

Contudo, estudos da década de 90 apontaram a ocorréncia de sorotipos
patogénicos e ndo patogénicos dentro de uma mesma espécie (HOOKEY, BRYDEN e
GATEHOUSE, 1993). A comparacdo dos mapas genéticos de sorotipos de uma mesma
espécie demonstrou evidéncia de grandes rearranjos, comprovando a existéncia de
heterogeneidade intra-espécie (ZUERNER, HERRMANN e GIRONS, 1993).

De acordo com Woese (1987), o método de escolha para a construcéo de niveis
mais elevados e acurados de classificacdo € o sequenciamento da pequena subunidade
16S do rRNA. O método estuda os critérios genéticos das amostras, desta forma a
classificacdo das espécies e diversos sorotipos serd baseada no grau de parentesco do
DNA.



Uma classificacdo mais complexa baseada na hibridizacdo de DNA e detalhada
na List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN) reconhece 23
especies identificadas e nenhuma subespécie no género Leptospira (BRENNER et al.,
1999; LPSN, 2015).

Considerando as analises filogenéticas propostas por Woese (1987), essas
espécies se dividem em trés grupos: espécies patogénicas, espécies intermediarias e
espécies saprofitas. As espécies patogénicas formam o maior grupo, ao todo sdao 10
espeécies capazes de infectar e causar doenca em humanos e animais: L. interrogans, L.
kirchneri, L. noguchii, L. alexanderi, L. weilii, L. borgpetersenii, L. santarosai, L.
kmetyi, L. mayottensis e L. alstonii. As cinco espécies intermediarias do género
Leptospira (L. broomii, L. fainei, L. inadai, L. wolfii e L. licerasiae) apresentam
caracteristicas patogénicas e saprofitas e foram isoladas de humanos e animais sendo a
causa possivel de uma variedade de manifestagdes clinicas moderadas. Por fim, o grupo
das saprdfitas é constituido por sete espécies: L. biflexa, L. meyeri, L. wolbachii, L.
indonii, L. vanthielii, L. terpstrae e L. yanagawae (FAINE e STALLMAN, 1982;
PASTER et al., 1991; BRENNER et al., 1999; MATTHIAS et al., 2008; SAITO et al.,
2013; SMYTHE et al., 2013).

Desde a proposta de criagdo do género Leptospira em 1917, a classificacdo
taxondmica das bactérias que o compdem estd em constante mudanga e atualizacéo.
Quando um novo sorotipo é isolado, 0 mesmo adquire status de espécie. As espécies
(sorotipos) com antigenos relacionados sdo agrupadas em sorogrupos (TORTEN e
MARSHALL, 1994). Atualmente, todas as espécies de leptospiras reconhecidas estdo
divididas em 24 sorogrupos contendo ao todo mais de 300 sorotipos.

A divisdo entre sorotipos foi baseada na expressdo do lipopolissacarideo (LPS)
exposto na superficie da membrana externa das bactérias. A diferenca estrutural do
grupo de carboidrato do LPS de cada bactéria determinara a diversidade antigénica entre
0S numerosos grupos de sorotipos (ZIMMERMAN et al., 2012; HIRSH e ZEE, 2003).
Com o avanco das técnicas de tipificagdo, bactérias previamente categorizadas como
sorotipo, ou até mesmo desconhecidas, passaram a ser reconhecidas como uma nova
espécie (YASUDA et al., 1987; MATTHIAS, et al., 2008; SAITO et al.,, 2013;
SMYTHE et al., 2013). E, juntamente com o reconhecimento de novas espécies, outras

estdo sendo reclassificadas como por exemplo, a L. parva (LEVETT et al., 2005).



Yasuda et al. (1987) confirmaram atraves da hibridizacdo de DNA a falta de
relagdo existente entre a L. parva e as outras espécies do género Leptospira. Diante
dessa confirmacdo, Levett et al. (2005) sugeriram a troca de género e de nomenclatura.
A sugestdo ainda aguarda validacdo. Porém, quando aceita, a L. parva pertencera ao
género Turneriella espécie T. parva. Enquanto isso, atualmente 23 espécies estdo
listadas na LPSN dentro do género Leptospira, sendo elas 10 patogénicas, cinco
intermedidrias, sete saprofitas e uma em reclassificacdo (L. parva) (LPSN, 2015).

Nos ultimos 10 anos houve um ressurgimento em relacdo a pesquisa sobre a
Leptospira spp. e a leptospirose. Na Gltima década o ndmero de artigos publicados
dobrou em relagdo a qualquer década anterior e se igualou a quantidade de material
publicado durante os 50 anos seguintes a descoberta da Leptospira spp. Com a adicao
de novas espécies e o0 desenvolvimento de novos mecanismos de tipificacao, avancos e
mudancas vém ocorrendo na taxonomia e classificagéo das leptospiras (SALAUN et al.,
2006; SAITO et al., 2013; SLACK et al., 2006; SMYTHE et al., 2013; HAMOND, et
al. 2015).

Composicdo, Caracteristicas Morfotintoriais, Bioquimicas e de Cultivo

As leptospiras (do grego leptos, fino, estreito; spira, espiral, hélice) possuem
todas as caracteristicas da ordem Spirochaetales e da familia Leptospiraceae. Séo
organismos delgados, flexiveis, méveis e espiralados com 0,1 a 0,2 um de didmetro e 6
a 20 um de comprimento. As células tipicas tém um gancho em cada extremidade
conferindo uma curvatura em formato de “S” ou “C” (WOLBACH e BINGER, 1914;
TORTEN e MARSHALL, 1994, HIRSH e ZEE, 2003; TRABULSI, 2005,
ZIMMERMAN et al., 2012). Todavia, Faine e Stallman (1982) relatam que em meio
liquido, apesar das extremidades geralmente ter formato de gancho ou curvas, a maioria
das células apresentam as extremidades curvas.

O organismo ¢é facilmente visualizado por Microscopia de Campo Escuro (MCE)
em preparagOes a fresco. Apesar de serem classificadas como Gram-negativas, as
leptospiras ndo sdo coradas pela técnica de Gram e sua observagdo em microscopia
oOptica convencional ndo e possivel devido suas dimensdes reduzidas. A bactéria ainda

pode ser demonstrada por anticorpos fluorescentes, por impregnagdo pela prata,



imunoperoxidade ou por outro método de coloracdo especial (HIRSH e ZEE, 2003;
TRABULSI, 2005; ZIMMERMAN et al., 2012).

As células das bactérias consistem em um cilindro protoplasmatico helicoidal —
o qual se constitui de material nuclear, citoplasma, membrana citoplasmatica e a por¢éo
de peptidioglicano da parede celular - delimitado pelo complexo citoplasmatico
membrana-peptidioglicano (FAINE e STALMAN, 1982). Ainda possuem uma bainha
externa que envelopa todo o organismo e duas fibrilas axiais (“endoflagelos”) inseridas
uma em cada lado oposto do cilindro protoplasmatico proporcionando a mobilidade da
bactéria. Em meio liquido as bactérias possuem movimentos com rotacdo alternada ao
longo do eixo e translacdo em diregdo a extremidade sem formato de gancho. Em meios
mais viscosos observa-se movimentos de serpenteio e rolamento tortuoso (FAINE e
STALMAN, 1982; HIRSH e ZEE, 2003).

As leptospiras sdo catalase positivas, oxidases negativas, quimiorganotroficas,
capazes de utilizar acidos graxos de cadeia longa como Unica fonte de carbono e
energia; incapazes de metabolizar os aclcares e ndo necessitam de aminoacido para o
crescimento. Muitas tém atividade de lipase, como por exemplo, o sorotipo patogénico
Canicola, e algumas produzem urease. Apesar dessas pequenas diferencas, as exigéncias
de crescimento nutricional em cultivo das espécies patogénicas sdo as mesmas
(SHENBERG, 1967; HIRSH e ZEE, 2003; QUINN et al., 2005; ADLER e PENA
MOCTEZUMA, 2010).

S&o microrganismos aerobios estritos que possuem melhor crescimento com pH
entre 7.2 a 7.6 e temperatura acima de 13°C, principalmente entre 28 e 30°C. Em estudo,
Johnson e Harris (1967) mostram como a temperatura de incubagdo influencia o
crescimento das diferentes espécies patogénicas e saprofitas. A espécie saprofita, L.
biflexa, continuou se multiplicando mesmo quando exposta a temperaturas baixas
(10°C), tendo seu crescimento cessado quando confrontada com temperaturas abaixo de
10°C. Em contraste com a leptospira saprofita, a leptospira patogénica L.interrogans
sorotipo Pomona nédo apresentou crescimento quando exposta a temperaturas de 10 a
13°C (JOHNSON e HARRIS, 1967).

A mudanca de temperatura esta diretamente relacionada com a necessidade de
acidos graxos. Portanto, o correto estabelecimento da temperatura e a manutencdo da

mesma sdo importantes para o cultivo e crescimento dessas bactérias. A tolerancia das



espécies saprofitas é justificada devido ao ambiente natural em que as mesmas se
encontram. No solo e agua, as bactérias sdo expostas ndo apenas a variagbes de
temperatura, mas também a variacGes em relacdo aos nutrientes disponiveis. Por serem
mais adaptaveis, as bactérias saprofitas possuem as enzimas necessarias para utilizar
acidos graxos de cadeia curta como fonte de energia. Em contraste, o crescimento das
espécies patogénicas dependera da disponibilidade de &cidos graxos de cadeia longa
encontrados no hospedeiro mamifero (JOHNSON, HARRIS e WALBY, 1969).

Apesar disso, algumas cepas patogénicas, tais como a L. interrogans também
sdo capazes de sobreviver por longos periodos em ambientes (solo Umido e &gua doce)
com poucos nutrientes, sendo o pH, a concentracdo de sal e a viscosidade, fatores
criticos para tal (TRUEBA et al., 2004; RISTOW et al., 2008). Todavia, a cepa também
patogénica L. borgpetersenii ndo sobrevive fora do hospedeiro animal. Anélises
gendmicas indicam que o gene desta cepa é bem menor do que o da cepa L. interrogans,
resultando na perda de genes necessarios para a sobrevivéncia fora do hospedeiro,
limitando sua transmissdo apenas através de contato direto de hospedeiro para
hospedeiro (BULACH et al., 2006).

A temperatura minima para crescimento adequado das espécies patogénicas esta
entre 13 e 15°C. Em temperaturas menores, 0 crescimento se mostrou extremamente
lento, resultando em um tempo de geracdo de 401 horas. Em condic¢bes adequadas, o
tempo de geracdo das leptospiras € em média de 6 a 14 horas. O periodo de incubacéo
para excelente crescimento é geralmente de 6 a 14 dias, podendo variar de alguns dias
até quatro semanas ou mais (AHMAD, SHAH e AHMAD, 2005).

As leptospiras ndo crescem em meio agar sangue ou em outro meio de rotina. O
meio tradicional €, essencialmente, o de soro de coelho em solucdes variaveis de salina
a misturas de preparados de peptonas, vitaminas, eletrdlitos e tampdes. A grande
maioria dos meios utilizados sdo liquidos ou semissolidos. Quando as células crescem
em tubos com meio semissolido, um ou mais discos achatados sdo formados cerca de
0,5 cm abaixo da superficie. Em meio liquido, o crescimento € indicado por ligeira
turbidez (HIRSH e ZEE, 2003; QUINN et al., 2005; PICARDEAU, 2013).



Biologia Molecular

Zuerner (1991) foi o primeiro pesquisador a demonstrar um mapa fisico do
genoma de uma espiroqueta. Utilizou em seu estudo L. interrogans sorotipo Pomona
por ser uma das leptospiras patogénicas mais comumente encontradas no mundo. Os
resultados demonstraram genoma de aproximadamente 5.000 kb de tamanho, contendo
cromossomo circular de 4.400 kb e plasmidio circular de 350 kb com potenciais genes
codificadores de proteinas. O genoma da L. interrogans € muito maior quando
comparado ao genoma de outras espiroquetas como, por exemplo, o Treponema
pallidumi e a Borrelia burgdorferi (REN et al., 2003).

A primeira leptospira saproéfita a ser sequenciada foi a L. biflexa, apresentando
um genoma com 3.590 genes codificadores de proteina. Apesar da L. biflexa ser
considerada um excelente modelo para o estudo da evolucdo das bactérias pertencentes
ao género Leptospira, aproximadamente um terco dos genes encontrados em seu
genoma estdo ausentes nas bactérias patogénicas (PICARDEAU et al., 2008).

A expressdo das proteinas da membrana externa sofre variagcdes de acordo com a
patogenicidade e com a localizacdo da bactéria — estando ela presente no meio
ambiente, no animal infectado, no hospedeiro de manutencdo ou sendo eliminada
através da urina (HAAKE et al., 1998; HAAKE et al., 2000; NALLY et al., 2005;
MONAHAN, CALLANAN e NALLY, 2008).

Estudos sugerem que a membrana externa das leptospiras tem um perfil de
proteinas relativamente complexo (BROWN, LEFEBVRE e PAN, 1991). Até o inicio
do século XXI, somente algumas proteinas da membrana haviam sido detalhadamente
caracterizadas. Nos Ultimos anos, diversas proteinas de superficie das leptospiras tém
sido identificadas e caracterizadas, incluindo as proteinas da membrana externa,
LipL36, LipL41, LipL32, Loa22, proteinas da familia Len e as proteinas Lig
(HARTLEBEN et al., 2013).

A proteina da membrana externa LipL36 é um exemplo de proteina com
expressdo regulada pelo meio ambiente. Haake et al. (1998) demonstraram a expressao
dessa proteina em altos niveis quando a bactéria era submetida a crescimento in vitro a
30°C, ou seja, em condi¢des ambientais. O fato da proteina ndo ser expressa em tecido
infectado ou em cultivo a 37°C indica uma resposta adaptativa do organismo & infecgéo,

a qual incluiu a diminuicéo da expressédo de LipL36.



De acordo com Haake et al. (2000), a proteina mais proeminente encontrada na
membrana externa das leptospiras tem massa molecular de aproximadamente 32 kDa e é
denominada como LipL32. Pesquisadores compararam as caracteristicas da membrana
externa da mesma bactéria em situacdes diferentes e concluiram que a LipL32 €
expressa em altos niveis ndo somente durante o cultivo bacteriano, mas também durante
a infecgdo de mamiferos, sendo sua sequéncia e expressdo altamente conservadas entre
as espécies patogénicas (NALLY et al., 2007).

Nally et al. (2005), comprovaram a importancia da relacdo leptospira-
hospedeiro, assim como diversificaram a infeccdo aguda de infeccdo cronica, através da
andlise da regulacdo da sintese do lipopolissacarideo antigeno O (Oag) da membrana
externa da Leptospira interrogans sorotipo Copenhageni. Além de ser um dos principais
componentes da membrana externa das bactérias Gram-negativas, o0 LPS e o Oag
associado sdo considerados importantes fatores de viruléncia em patégenos Gram-
negativos.

A cepa foi recuperada de trés diferentes procedéncias: tecido animal com
infeccdo aguda experimental (porquinho-da-india), hospedeiro cronicamente infectado
(rato) e de cultivo in vitro. Nos hospedeiros, a cepa testada causou apenas infeccao
assintomaética e doenca crbnica com infeccdo restrita aos tubulos renais. Os animais
experimentalmente infectados apresentaram infec¢do aguda com diminuigdo da sintese
de Oag, sugerindo que sintese de Oag seja regulada dependendo da relacdo de adaptacéo
entre o sorotipo e 0 hospedeiro (NALLY et al., 2005).

Em outro estudo, Monahan, Callanan e Nally (2008) pesquisaram pela primeira
vez 0 proteoma de leptospiras disseminadas na urina de animais cronicamente
infectados. A analise do proteoma das leptospiras isoladas da urina comparada com a do
proteoma de leptospiras cultivadas in vitro confirmou as diferencas entre a expressao de
proteinas e de antigenos. A diminuicdo da expressdo de antigenos observada na bactéria
da amostra de urina sugere que a expressao desses antigenos pode ser infra-regulada em
hospedeiros de manutencdo manifestando doenca crénica, podendo estar relacionada a
liberacdo das leptospiras dos tecidos para a urina. Desta forma, a expressao de proteinas
e antigenos pelas leptospiras pode variar dependendo das condi¢bes do hospedeiro,

sendo ele de manutencg&o ou acidental.
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Epidemiologia
Habitat

Quando a temperatura ambiental é favoravel, as leptospiras podem sobreviver
em lagoas, rios, superficies d’agua, solos imidos e lamas (TRABULSI, 2005). As cepas
patogénicas sobrevivem em solo Umido e agua doce por longos periodos de tempo,
especialmente quando o pH é levemente alcalino (LEVETT, 2001). Dados
experimentais sugerem que a sobrevivéncia em agua de algumas cepas da L.
borgpetersenii € bastante reduzida quando comparada com cepas da L. interrogans. A
L. borgpetersenii sorotipo Hardjo perdeu 90% de viabilidade depois de 48 horas em
agua, enquanto a L. interrogans manteve 100% de viabilidade durante o0 mesmo periodo
(BULACH et al., 2006). O sorotipo Pomona pode persistir em até seis meses em solos
saturados de umidade. Porém, em condi¢Bes desfavoraveis, seja devido a exposicao a
altas temperaturas (50°C) ou a desidratacdo, sobrevivem por apenas 30 minutos
(LEVETT, 2001).

Por se tratar de um patdgeno, a expectativa de sobrevivéncia por longos periodos
€ maior em solugdes salinas isotdnicas do que em agua. Contudo, Trueba et al. (2004)
demonstraram 0 comprometimento da sobrevivéncia das leptospiras patogénicas em
meios com concentracdo de NaCl a 0,85%, sobrevivendo por apenas 2 semanas.
Enquanto em 4&gua destilada com pH de 7,2, a sobrevivéncia e motilidade se
mantiveram até 110 dias.

Essas diferencas entre nichos ecoldgicos refletem a composicdo gendmica das
espécies de leptospiras. O rearranjo dos genomas pode afetar a habilidade de percepcéo
do ambiente externo, onde cepas com genomas menores e menos resisténcia ambiental
possivelmente estejam iniciando o processo de especializagdo em transmissao direta. E
cepas com genomas maiores, por exemplo, a L. interrogans, possuem varios genes com
percepcdo ambiental e apresentam grandes mudancas na expressao da proteina quando
removida de um meio com caracteristicas semelhantes ao meio ambiente para um meio
semelhante a um hospedeiro (BULACH et al., 2006; COSSON et al. 2014).

Quando a bactéria invade um novo meio - seja ele 0 meio ambiente, o
hospedeiro ou superficies abidticas - pode assumir duas formas: a forma plancténica, na
qual a bactéria circula isoladamente ou a forma de biofilme, quando bactérias isoladas

fazem adesdo as superficies abioticas (plasticos, vidros, metais e minerais) ou bidticas
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(plantas e tecidos animais) e comegcam a Se agregar e a produzir uma matriz onde
microcol6nias sdo formadas. A partir da formacéo de microcolénias o biofilme é gerado
(PASTERNAK, 2009).

A capacidade de formacao de biofilme pelas leptospiras patogénicas e saprofitas
foi estudada pela primeira vez em 2008 por Ristow e pesquisadores. As cepas
patogénicas e as saprofitas sdo capazes de formar biofilme associado a superficie
abiotica. Juntamente com a capacidade de agregacao celular demonstrada por Trueba et
al. (2004), a formacao de biofilme pode ser responsavel pelo prolongamento do tempo
de sobrevivéncia e representar importante papel na manutencdo das bactérias em
diferentes habitats, incluindo o hospedeiro.

Pequenas diferencas estruturais e de tempo de formacdo do biofilme foram
encontradas entre as espécies patogénicas e saprofitas. As bactérias saprofitas capazes
de desenvolver biofilme em menor tempo (2 a 5 dias) em comparacdo as espécies
patogénicas (20 dias). Ademais, assim como o crescimento em cultivo, a formacéo dos
biofilmes também sofre influéncia direta com a mudanca temperatura. Cepas saproéfitas
apresentaram producdo de biofilme quando deparadas com diferentes temperaturas,
enquanto as cepas patogénicas demostraram ter producdo de biofilme limitada a certas
temperaturas. Fato que pode estar correlacionado com a filogenética e diferencas entre o
modo de vida de ambas as cepas (RISTOW et al., 2008).

Em biofilmes, os organismos se tornam mais resistentes aos antibidticos e
apresentam sobrevivéncia mais duradoura quando encontrados em &gua ambiental.
Além disso, quando outras espécies interagem no mesmo biofilme, pode haver
transferéncia genética entre os microrganismos (GANOZA et al., 2006). Segundo Singh
et al. (2003), as leptospiras sapréfitas estdo entre 0s organismos mais comumente
encontrados em biofilmes multibacterianos formados em encanamentos de agua. E
apesar de Ganoza et al. (2006) demonstrarem que cada vez mais casos de leptospirose
severa estdo sendo relacionados a altas concentracdes de leptospiras patogénicas em
amostras ambientais de &gua, muito ainda ha de ser explorado sobre a distribuicéo e o
natural habitat das diferentes espécies de leptospiras.

A capacidade de formacéo de biofilmes pelas cepas patogénicas pode ter grande
relevancia na manutengéo dos portadores crénicos como reservatorio da doencga, porém,

mais estudos ainda sdo necessarios para determinar a fundamental importancia dos
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mecanismos de colonizagdo da bactéria nos rins dos animais reservatérios (RISTOW et
al., 2008).

Hospedeiros

Os sorotipos das leptospiras parasitarias tém hospedeiro, distribui¢do geogréfica
e patogenicidade varidveis. Muitos sorotipos estdo associados e adaptados a uma
espécie especifica, caracterizado como hospedeiro de manutencdo (HIRSH e ZEE,
2003; TRABULSI, 2005).

Ainda assim, a preferéncia do sorotipo por uma determinada espécie hospedeira
ndo é uma caracteristica constante e tende a sofrer shifts com certa frequéncia. O shift
em relacdo a preferéncia de um hospedeiro a outro ocorre provavelmente por causa do
estresse epidemioldgico, colocando em perigo a sobrevivéncia do sorotipo na natureza.
A adaptabilidade de um sorotipo a um novo hospedeiro, mesmo ndo necessariamente
havendo aumento da viruléncia clinica, pode mudar drasticamente o status
epidemioldgico local da doenga (TORTEN e MARSHALL, 1994).

Os hospedeiros de manutencdo albergam a bactéria patogénica em seus tubulos
renais ou no trato genital, funcionando como um reservatério da infeccdo, visto que a
bactéria sera disseminada atraveés da urina e transmitida em um continuo ciclo de pais
para prole. Quando o sorotipo ndo é adaptado ao hospedeiro, tem-se como consequéncia
uma infeccdo aguda com ampla variedade de sinais clinicos (Quadro 01) (HIRSH e
ZEE, 2003; QUINN et al., 2005; ZIMMERMAN et al., 2012).

Os hospedeiros de manutencdo sdo pouco afetados pela doenca, os sinais
clinicos sdo manifestados de forma subclinica ou moderada, porém, por eliminarem a
bactéria na urina, possuem fundamental importancia na perpetuacdo da doenca, assim
como na infec¢do de outros animais e humanos. A leptospidria em hospedeiros de
manutencdo € bastante intensa, constante e de longa duracdo quando comparada com a
de hospedeiros acidentais, onde a intensidade é baixa, a eliminacéo é intermitente e de
curta duracdo (QUINN et al., 2005; HIRSH e ZEE, 2003).

Dentre as espécies domésticas e silvestres, os roedores sdo os hospedeiros de
manutencdo mais importantes da leptospirose, seguidos por animais domésticos (caes,
bovinos, suinos, equinos) e mamiferos silvestres (HARTSKEERL e TERPSTRA, 1996;

HIRSH e ZEE, 2003). Atuando como reservatorios ou portadores do agente, os roedores
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podem disseminar bactérias e virus patogénicos diretamente para animais de producéo e
indiretamente para os humanos (TRUONG et al., 2013).

Sorotipos adaptados ao hospedeiro Sorotipos ndo adaptados ao hospedeiro
A espécie afetada € o reservatorio Dependente de outras espécies
Ocorréncia frequente Ocorréncia ndo frequente
Endémico Endémico (surtos)
Pouco influenciado por fatores ambientais Dependente de fatores ambientais
Crdnica ou sub-clinica Aguda
Doenca silenciosa Ampla variedade de sinais clinicos
IgG predominante IgM predominante

Quadro 01 — Comparacédo da epidemiologia da infecgdo causada pelo sorotipo adaptado ao hospedeiro com
a infeccdo causada pelo sorotipo ndo adaptado ao hospedeiro (Adaptado de LOUREIRO et
al., 2013).

Nos roedores, as leptospiras podem ser eliminadas pela urina desde o 6° dia pos-
infeccéo, até o 159° dia, em concentracdes crescentes de 10° a 10 por mililitro (mL) de
urina. (MONAHAN, CALLANAN e NALLY, 2008). As taxas de infeccdo séo
significantemente maiores em épocas de chuva e quando a populacdo de hospedeiros de
manutencdo esta elevada como, por exemplo, a dos ratos. A transmissdo de leptospiras
do meio ambiente para os roedores é muito mais favoravel em épocas de chuva. A
justificativa esta na maior resisténcia e sobrevivéncia da bactéria quando exposta as
condicdes proporcionadas pelo clima, aprimorando a transmissdo da doenca
(IVANOVA et al., 2012).

A distribuicdo das leptospiras esta diretamente relacionada com a presenca do
hospedeiro animal e condi¢cbes ambientais locais que favoregam a sobrevivéncia e a
manutencdo da bactéria fora do hospedeiro. Os roedores sdo os principais hospedeiros
dos seguintes sorotipos: Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa. Ainda assim, uma
especie especifica de roedor pode carrear sorotipos distintos em diferentes areas
geograficas (HIRSH e ZEE, 2003; TORTEN e MARSHALL, 1994). Em estudo, Cosson
et al. (2014) confirmaram através da tipificacdo de cepas L. interrogans e L.

borgpetersenii que os roedores sdo importantes reservatérios da leptospirose humana e
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animal. Mayer-Scholl et al. (2014) também validam essa informacao ao pesquisarem a
espécie e encontrar em maiores quantidades as cepas L. kirschneri, L. interrogans e L.
borgpetersenii.

Agudelo-Florez et al. (2009) encontraram anticorpos para outros sorotipos de
leptospiras (Canicola, Bratislava, Hardjo e Pomona) em roedores (R. norvegicus).
Achado esse que sugere contato entre roedores e outros hospedeiros de manutencao, tais
como o0s cdes, equinos, bovinos e suinos. Truong et al. (2013) pesquisaram a
prevaléncia de patdgenos bacterianos em roedores capturados nos arredores de fazendas
suinas e determinaram a Leptospira spp. como 0 agente bacteriano mais prevalente,
demonstrando a importancia dessa espécie na transmissdo e manutencao da leptospirose
suina.

Alguns estudos tém investigado a prevaléncia da Leptospira spp. em roedores e
outros pequenos mamiferos em seus diversos habitats. Bunnell et al. (2000)
demonstraram que varios pequenos mamiferos (roedores, marsupiais e morcegos)
estudados na regido da Amazdnia Peruana sdo frequentemente infectados com
leptospiras patogénicas, funcionando como provavel fonte de infeccdo ambiental para
humanos, animais domeésticos e silvestres. A maioria dos estudos sobre a presenca das
leptospiras em roedores tem sido conduzida em areas urbanas ou em &reas rurais
préximas a agregados familiares e ambientes domésticos (FARIA et al., 2008).

Ivanova et al. (2012) pesquisaram variadas espécies de roedores hospedeiros
(silvestres e domésticos) em regides com diferentes aspectos climaticos do Camboja. Os
autores demonstraram que os roedores habitantes de areas rurais, ou aqueles que vivem
em suas proximidades, apresentam maiores niveis de infeccdo quando comparados aos
encontrados em ambientes domésticos. Reafirmando esses resultados, Cosson et al.
(2014) também encontraram baixos niveis de infeccdo em roedores capturados em
ambientes domésticos nos paises do sudeste Asiatico.

Na Alemanha, para entender melhor a ocorréncia e a distribuicdo da doenca,
Mayer-Scholl et al. (2014) examinaram pela PCR os rins de 2973 roedores capturados
em diferentes regides do pais. As espécies de roedores estudadas foram variadas e 0s
roedores com maiores niveis de infeccdo e provaveis hospedeiros da doenca pertencem
as especies silvestres. Em contraposi¢éo, Turk et al. (2003) relataram que camundongos

de uma area urbana estudada na Croacia apresentaram as maiores taxas de infeccdo
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entre os hospedeiros analisados, confirmando o papel desses roedores como 0s
principais reservatorios da localidade.

No Brasil, Faria et al. (2008) levantaram dados sobre as espécies domésticas de
ratos encontradas em areas urbanas e constataram prevaléncia da bactéria de 80,3% nos
R. norvegicus. Arango et al. (2001) encontraram prevaléncia um pouco mais baixa
(45,8%) quando pesquisaram a mesma espécie de roedor em Buenos Aires, na
Argentina. Enquanto Agudelo-Florez et al. (2009) em Medellin, na Colémbia,
encontraram uma prevaléncia de 23%. Estes resultados corroboram com o importante
papel dos ratos domésticos como hospedeiros das leptospiras patogénicas aos humanos.

Ainda no Brasil, altos niveis de infestacdo de roedores e a predominéncia do R.
norvegicus sdo frequentes elementos encontrados em éareas de favela ou areas com
precarias condi¢Ges de saneamento. Costa et al. (2014) constataram alto indice de
infestacdo por R. norvegicus em casas de favelas no Brasil, indicando alto grau de
transmissibilidade da doenca para os habitantes e animais domésticos.

Em oposicdo aos resultados encontrados na América do Sul, Ivanova et al.
(2012), pesquisaram no Camboja e acharam dados intrigantes e incomuns onde nenhum
dos R. norvegicus testados apresentou infeccdo. Tais diferencas podem ser explicadas
pela diversidade epidemioldgica da doenca em diferentes paises.

As diferencas em relacdo ao habitat e hospedeiros das leptospiras sustentam os
muitos meios de transmissdo da doenca e ndo restringem o risco apenas as atividades
que envolvem areas Umidas ou alagadas, ou a regiGes com precério saneamento e alta
infestagdo de ratos domesticos. Atualmente existem diversas rotas alternativas para a
infeccdo e fica cada vez mais explicita a necessidade de mais estudos e dados para um
amplo entendimento do nicho ecoldgico dos roedores e das leptospiras (COSSON et al.,
2014).

Cosson et al. (2014) verificaram que 0s ratos machos apresentam maior
suscetibilidade a infeccdo do que as fémeas. Segundo os pesquisadores, essas diferencas
entre as taxas de infec¢do entre os sexos podem ser justificadas devido as interagdes
imuno-enddcrinas. Os horménios androgénicos tem efeito imunossupressor, 0 que
explicaria uma queda no sistema imune e a associacao as altas taxas de infeccdo. Além

disso, hormonios esteroides alteram o comportamento do roedor macho — ficam mais
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agressivos, dispersam e percorrem &reas maiores e aumentam as atividades em busca de
alimento. Todos esses comportamentos aumentam a exposi¢do do mesmo ao patégeno.

Para os hospedeiros de manutencédo, por se tratar de uma doenca crbnica e nao
letal, a prevaléncia da infeccdo aumenta de acordo com a idade dos animais, ou seja,
hospedeiros adultos tem maior probabilidade de estarem infectados do que hospedeiros
juvenis (IVANOVA et al., 2012). No entanto, em estudos semelhantes, Agudelo-Florez
et al. (2009) e Mayer-Scholl et al. (2014) ndo verificaram associacdo entre as variaveis
independentes (sexo e idade) com o status de infeccdo do hospedeiro, portanto, a
relagdo de tais fatores com a transmissibilidade da leptospira ainda é incerta.

Contudo, ainda que os roedores sejam 0s hospedeiros mais importantes, nenhum
mamifero pode ser excluido como provavel hospedeiro. As espécies domésticas também
tém grande relevancia na epidemiologia e transmissao da leptospirose. Os bovinos sao
0s hospedeiros de manutencédo dos sorotipos Pomona e Hardjo. Os cdes sdo hospedeiros
do sorotipo Canicola, e na espécie suina, 0s sorotipos mais comumente encontrados,
infectando e causando a doenca sdo: Bratislava, Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Gryppotyphosa, Tarassovi, Muenchen e Pomona (FAVERO et al., 2002; AZEVEDO et
al., 2008; MIRAGLIA et al., 2008; OSAVA et al., 2010; RAUBER-JUNIOR et al.,
2011; ZIMMERMAN et al., 2012).

A leptospirose na suinocultura

Em diversos lugares do mundo o0s suinos sdo considerados os animais
domeésticos mais comumente afetados pela leptospirose (TORTEN e MARSHALL,
1994). Apesar de ser mais comum em regifes tropicais ou ambientes rurais, a
leptospirose é considerada um problema pouco reconhecido, principalmente em locais
onde a falta de saneamento béasico favorece a transmisséo de doencas por roedores. A
bactéria é transmitida de um mamifero infectado para outro através do contato direto
entre os animais ou indireto com a urina de animais portadores ou doentes (LEVETT,
2001).

A epidemiologia da leptospirose suina é complexa, uma vez que 0S suinos
podem ser infectados por qualquer um dos sorotipos patogénicos (ZIMMERMAN et al.,
2012). 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
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(COSSON et al., 2014; MAYER-SCHOLL et al., 2014). A leptospirose é uma doenga
que demonstra uma forte relagdo entre o ambiente natural, e cada sorotipo tende a ser
mantido pelo seu hospedeiro de manutencdo. Portanto, em qualquer regido, 0s suinos
serdo infectados por sorotipos mantidos por suinos ou por outra espécie animal presente
na mesma area geogréfica (ZIMMERMAN et al., 2012).

A L. interrogans € um dos agentes mais importantes causadores de falha
reprodutiva em suinos de todo o mundo. Os sorotipos que infectam suinos variam em
cada pais (MILLER et al., 1990). Nos Estados Unidos e no Canada os sorotipos mais
associados a leptospirose suina sdo: Bratislava, Pomona e Grippotyphosa. Nesses
paises, infeccdes com o sorotipo Canicola e Icterohaemorrhagiae séo identificadas
ocasionalmente. Na Europa, o sorotipo Bratislava foi 0 mais relevante durante muitos
anos, porém, hoje em dia, 0s sorotipos de importancia na suinocultura sdo: Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Sejroe, Australis e Grippotyphosa. No Brasil a infecgdo suina é
comumente associada aos seguintes sorotipos: Pomona, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi
e Canicola (BOLIN, 1994; SOBESTIANSKY et al., 1999; ZIMMERMAN et al., 2012;
MILAS et al., 2013; WASINSKI, 2014).

Segundo Zuerner, Herrmann e Girons (1993) é provavel que a larga distribuicdo
das espécies de leptospiras seja explicada pela habilidade de sobrevivéncia das cepas em
diversas condi¢cdes ambientais combinada com as adaptacdes genéticas, o que reflete a
flexibilidade do genoma bacteriano. Além disso, a suposta mudanca em relacdo a
prevaléncia dos variados sorotipos é possivelmente um reflexo do uso difundido das
vacinas contendo os sorotipos Pomona, Grippotyphosa, Canicola e Icterohaemorrhagiae
(KOIZUMI e WATANABE, 2005; OIE, 2012).

InfecgBes por sorotipos ndo adaptados ao hospedeiro, ou seja, ao hospedeiro
acidental, costumam manifestar sinais clinicos bastante evidentes e sdo transmissores
ineficientes para outros animais. O principal sorotipo adaptado aos hospedeiros é o
Pomona. Este sorotipo tem sido 0 mais comumente isolado em suinos do mundo todo,
sendo a causa da difusdo da leptospirose clinica em suinos na América do Norte,
América do Sul, Australia, Nova Zelandia, partes da Asia e regido Leste e Central da
Europa (ZIMMERMAN et al., 2012).

Suinos infectados com o sorotipo Pomona apresentam altos titulos de anticorpos

anti-leptospira no soro sanguineo, sendo o estado de portador renal bastante variavel,
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podendo eliminar as leptospiras em sua urina durante longos periodos (BOLIN, 1994).
A infec¢do pelo sorotipo Hardjo é mantida pelos bovinos. No entanto, quando bovinos e
suinos sdo criados juntos, em contato direto, a probabilidade de suinos se infectarem por
esse sorotipo é alta. Apesar de haver relatos sobre o isolamento do sorotipo Hardjo de
suinos doentes, a persisténcia da bactéria em tecido renal ndo foi demonstrada em
infecgdo experimental, portanto, a transmissdo intra-espécie é improvavel (HIRSH e
ZEE, 2003; ZIMMERMAN et al., 2012).

Apesar de evidéncias sorolégicas da infeccdo suina pelo sorogrupo
Icterohaemorrhagiae terem sido relatadas em diversos paises, poucos isolamentos foram
realizados. Ambos os sorotipos, Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, podem estar
envolvidos e provavelmente foram introduzidos aos rebanhos suscetiveis através de
contaminacdo do meio ambiente com urina do R. norvegicus — o0 hospedeiro de
manutencdo desses sorotipos (DELBEM et al., 2004).

No Brasil, apesar da leptospirose suina estar associada aos sorotipos Tarassovi e
Canicola, ha muito menos informacdo sobre a epidemiologia da infeccdo causada por
ambos os sorotipos (SOBESTIANSKY et al., 1999). Ha alguns anos, o suino era tido
como hospedeiro de manutencdo de algumas cepas do sorotipo Tarassovi encontradas
na Europa oriental e Austrdlia, mas a constante queda da soro-prevaléncia desse
sorotipo passou a sugerir o contrario (WASINSKI 2007). Muitas cepas do sorotipo
Tarassovi tém sido recuperadas de animais de vida livre, fornecendo suporte a ideia de
que as infec¢Ges em suinos causadas por esse sorotipo sdo acidentais e consequéncia do
contato com animais silvestres (ZIMMERMAN et al., 2012).

O mesmo acontece com o sorotipo Canicola. O conhecimento convencional é
que a infeccdo é adquirida através do contato direto ou indireto com cées — 0 hospedeiro
de manutencdo reconhecido para este sorotipo — embora animais silvestres também
possam atuar como fonte de infeccdo (HIRSH e ZEE, 2003; ADLER e PENA
MOCTEZUMA, 2010).

Ainda que o sorotipo Bratislava tenha emergido como o maior sorotipo
mantenedor da leptospirose suina, 0 mesmo é pobremente entendido devido a
dificuldade de cultivo dessas cepas. Dados sorolégicos indicam que a infeccdo esta
disseminada na Europa, Estados Unidos, Canada, Australia, Brasil, Africa do Sul,

Nigéria, Coréia e Japdo. Em contraste com a alta soro-prevaléncia relatada no mundo
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todo, o sorotipo Bratislava foi recuperado de suinos em poucos paises (ZIMMERMAN
etal., 2012).

O ultimo avango em relacao aos sorotipos isolados de suinos no Brasil aconteceu
no Rio de Janeiro. Hamond et al. (2015) 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 a circulacdo das cepas deste sorogrupo na regido, apontando novas

perspectivas epidemioldgicas da leptospirose animal no pais.

Transmissdo, Patogenia e Sinais Clinicos

A transmisséo da doenca ocorre por mecanismos diretos e indiretos. Sabe-se que
0 microrganismo € mais efetivamente transmitido por contato direto do animal
doente/portador com o animal sadio. Porém, quando as condi¢cdes ambientais sdo
favoraveis, a transmissao indireta também pode ocorrer. A eliminacdo da bactéria pela
urina do animal portador é uma das principais vias de transmissdo indireta da
enfermidade para mamiferos que entram em contato com aguas superficiais e solo
contaminado (TRABULSI, 2005; ADLER e PENA MOCTEZUMA, 2010).

A &gua é o fator epidemioldgico mais importante da leptospirose. A presenca de
agua estagnada proximo as baias dos suinos € um dos principais meios de transmissao
da doenca. Geralmente, a infeccdo em granjas de engorda é causada por contaminagdo
do sistema de drenagem com urina de um animal doente ou portador (ZIMMERMAN et
al., 2012).

As leptospiras tém uma afinidade particular pelos rins de suinos infectados, onde
elas persistem, multiplicam-se e s&o eliminadas na urina. Esse aspecto é muito
importante na transmissdo da infeccdo. A leptospilria tem caracteristicas diferentes
guando comparamos mamiferos carnivoros com os herbivoros. A urina dos carnivoros
possui 0 pH um pouco mais baixo, ou seja, mais acido. Esse detalhe torna os carnivoros
animais portadores de curta duragdo, sendo que as leptospiras excretadas juntamente
com a urina geralmente sdo danificadas por sua acidez (HIRSH e ZEE, 2003; QUINN et
al., 2005).
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Por outro lado, os herbivoros mantém o estado de portador renal por tempo
maior. A urina dos mamiferos herbivoros é levemente alcalina, fator necessario para a
manutencdo da viruléncia e sobrevivéncia das leptospiras. De todos os animais
domeésticos, os suinos parecem ter o pH da urina menos prejudicial as leptospiras,
variando de 4.8 a 7.1. Essa caracteristica, juntamente com a producdo intensiva de
suinos, funciona como um grande incentivo para a ocorréncia de infec¢bes cruzadas
entre 0s suinos, outros animais e seres humanos em contato (TORTEN e MARSHALL,
1994).

A duracdo e intensidade da leptospiuria variam de suino para suino e também
dependem do sorotipo infectante. Na infeccdo pelo sorotipo Pomona a intensidade da
excrecdo € maior e constante durante os primeiros meses, quando mais de um milhdo de
leptospiras podem estar presentes em cada mL de urina. Em alguns casos, a intensidade
da eliminacdo da bactéria pela urina é maior na terceira ou quarta semana de infeccao,
depois ha um declinio seguido de intermiténcia por periodo variavel, podendo perdurar
por até dois anos (ZIMMERMAN et al., 2012).

Quando os suinos sdo infectados pelos sorotipos Icterohaemorrhagiae ou
Copenhageni, a leptospiuria dura menos do que 35 dias e a transmissdo intra-espécie €
ineficiente. Nas infeccbes pelo sorotipo Bratislava, apesar do estado de portador renal
ser estabelecido, a excrecdo urinaria da bactéria é muito baixa quando comparada com a
do sorotipo Pomona, sendo a transmissdo intra-espécie também ineficiente. Em
contrapartida, o longo periodo de leptospilria observado em suinos infectados pelo
sorotipo Canicola, pelo menos 90 dias, e a habilidade do sorotipo em sobreviver mais de
seis dias em urina ndo diluida, sugerem a possibilidade de transmissdo intra-espécie
(ZIMMERMAN et al., 2012).

Caracteristicas favoraveis do ambiente, do manejo e das instalacfes, uma granja
suina pode oferecer multiplas formas para garantir a viabilidade, permanéncia e
transmissédo da leptospirose (SOBESTIANSKY et al., 1999).

A infeccdo pode ser introduzida a um rebanho suscetivel através de trés
possiveis rotas: introducdo de animais doentes ao rebanho, exposicdo de animais
suscetiveis a um ambiente ou a fomites contaminados (agua, alimento) ou contato com
vetor animal infectado. Os suinos portadores sé@o provavelmente a mais comum rota de

introducdo. A reposicéo de leitoas ou varrdes infectados tem sido identificada como um
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importante meio de introducdo da infecgdo, ainda mais levando em conta que a
transmissao venérea da infeccdo pelo sorotipo Bratislava é relevante na disseminacao da
doenca (ZIMMERMAN et al., 2012).

Certificando a importancia da agua como fator epidemioldgico da doenca,
Delbem et al., (2004) pesquisaram os fatores de riscos associados a soro-positividade
para leptospirose em matrizes suinas e justificaram a maior ocorréncia de animais
infectados pelo sorotipo Icterohaemorrhagiae em razdo a trés variaveis, todas elas
relacionadas a agua. Os resultados do trabalho mostraram que o maior risco de infeccao
esta relacionado ao uso do bebedouro tipo canaleta, aumentando o risco de o animal ser
soro-reativo para leptospirose quando comparado ao uso do bebedouro automatico;
pertencer a uma propriedade onde existem areas alagadicas proximas as instalacdes; e
ndo ter o reservatorio de agua regularmente higienizado.

Os resultados encontrados por Delbem et al. (2004) propdem fortemente que a
fonte de infeccdo geralmente envolvida na doenca dos suinos seja os roedores. As
leptospiras vém sendo lancadas para 0 meio ambiente principalmente através da urina
de roedores, permanecendo nas colecbes de agua parada e desta forma dispondo de
condigBes para sobreviver e alcangar um suino suscetivel (GANOZA et al., 2006;
SUGUNAN et al., 2009; ADLER e PENA MOCTEZUMA, 2010).

Contudo, a rota de infec¢do natural mais importante para a leptospirose suina
ainda ndo foi determinada. A doenca toma curso quando, ap0s penetracdo da pele
lesionada ou integra, mucosas (conjuntival, digestiva e respiratéria) ou trato
reprodutivo, as espiroquetas se multiplicam na corrente sanguinea, linfa e liquido
cérebro-espinhal, caracterizando a fase leptospirémica da doenca, onde as leptospiras se
espalham pelo organismo do hospedeiro e comecam a colonizacao dos 6rgdos (ADLER
e PENA MOCTEZUMA, 2010).

A adesdo das leptospiras ao tecido do hospedeiro é considerada como um passo
inicial e necessario para a infeccdo e patogénese. Assim como outros patdgenos, as
leptospiras produzem componentes de superficie microbiana que podem mediar a
colonizagdo do hospedeiro. A ligacdo as células do hospedeiro e aos componentes da
matriz extracelular é necessaria para favorecer as leptospiras em sua capacidade de
penetracdo, disseminacao e persisténcia no hospedeiro mamifero (SCHWARZ-LINEK,

HOOK e POTTS, 2004). Em crescimento in vitro a L. interrogans se liga a uma
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variedade de linhas celulares, incluindo fibroblastos, mondcitos/macréfagos, células
endoteliais e células epiteliais renais (BREINER et al., 2009).

O periodo de bacteremia comeca um ou dois dias apés a infeccdo e pode durar
aproximadamente uma semana. Durante esse periodo, as leptospiras podem ser isoladas
da maioria dos 6rgdos e também do liquido cérebro-espinhal (HIRSH e ZEE, 2003). A
fase de bacteremia acaba com o surgimento de imunoglobulinas circulantes detectaveis
depois de 5 a 10 dias do inicio da infeccdo. Essas imunoglobulinas opsonizam as
bactérias, retirando-as da corrente sanguinea. Quando o sistema imune do hospedeiro
tem uma resposta efetiva retirando as leptospiras da corrente sanguinea e conseguindo
se recuperar dos danos causados, da-se inicio a segunda fase da doenca, caracterizada
principalmente por leptospidria (BHARTI et al., 2003). Em infeccBes experimentais
pelo sorotipo Hardjo, a fase de bacteremia tem sido identificada em dois momentos
distintos, onde um periodo secundario de bacteremia tem sido demonstrado
(ZIMMERMAN et al., 2012).

Contudo, quando a resposta imune do hospedeiro estd em sua fase inicial ou
quando € ineficiente, as bactérias persistem na corrente sanguinea e seguem colonizando
diversos 6rgdos do organismo, em especial os rins e o figado (ADLER e PENA
MOCTEZUMA, 2010). Provavelmente, por receberem menor suprimento sanguineo,
locais como o intersticio renal séo relativamente protegidos pelo ataque imunoldgico.
Desta forma, a colonizacdo bacteriana do Iimen dos tubulos renais do animal
hospedeiro é facilitada e a disseminacdo das leptospiras através da urina ocorre
(BHARTI et al., 2003; MONAHAN, CALLANAN e NALLY, 2009).

As bactérias também afetam os musculos, olhos e meninges, em alguns casos
desenvolvendo meningite ndo supurativa. Uma vez que as leptospiras lesam o endotélio
vascular, hemorragias também podem ocorrer. Além disso, ictericia por lesdo hepatica e
nefrite aguda, subaguda ou subcrénica por lesdo renal tubular podem aparecer como
alteracdes secundarias (HIRSH e ZEE, 2003).

As leptospiras também podem ser encontradas em Uteros de fémeas prenhes. A
infeccdo intrauterina no ultimo ter¢o do periodo de gestagdo pode resultar em abortos,
natimortos e neonatos doentes. Abortos e natimortos geralmente ocorrem de 1 a 4
semanas pos-infeccdo da fémea prenhe, quando a maioria das porcas apresentam titulos

de anticorpos detectaveis. Em razdo de os fetos suinos serem capazes de produzir
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anticorpos durante o estagio final de gestacdo, alguns natimortos poderdo apresentar
titulos em niveis detectaveis de 1/100 (AZEVEDO et al., 2008; ZIMMERMAN et al.,
2012).

A patogenia da doenca reprodutiva € pobremente entendida, mas alguns autores
acreditam que a infeccdo transplacentaria resultante do limitado periodo de
leptospiremia maternal seja a causa Unica. Enquanto essa teoria é aceita nos casos de
infeccdo sistémica causada pelo sorotipo Pomona, 0 mesmo ndo acontece quando a
infeccdo € causada pelo sorotipo Bratislava. A baixa titulagdo de anticorpos em leitoas
infectadas por esse sorotipo sugere que a infeccdo seja resultado da incapacidade da
imunidade uterina em prevenir a infecgdo transplacentaria pelas leptospiras presentes no
trato reprodutivo. A partir do momento em que a barreira placentaria é rompida, a
septicemia resultara em um grande ndmero de leptospiras em todos os tecidos fetais
(ZIMMERMAN et al., 2012)

Leitbes ndo infectados durante o periodo de leptospiremia maternal podem vir a
contrair a doenca atraves da transmissdo horizontal por meio do leite. Por causa das
imunoglobulinas encontradas no colostro, os leitBes estdo protegidos passivamente
apenas durante as primeiras semanas de vida, podendo desenvolver a infeccdo com
aproximadamente 12 semanas de idade (ZIMMERMAN et al., 2012).

Ainda envolvendo a doenca reprodutiva, uma caracteristica adicional observada
na infeccdo causada pelo sorotipo Bratislava, e ndo registrada em infec¢fes por outros
sorotipos, é a persisténcia de leptospiras no oviduto e Utero de fémeas ndo prenhes e no
trato reprodutivo de varrdes (OLIVEIRA et al., 2007).

Duas situacdes distintas podem resultar em consequéncia da infecgdo por
Leptospira spp.. a forma cronica, quando os hospedeiros de manutencdo séo
clinicamente assintomaticos e atuam como reservatorio da doenca. Esse estado de
portador consiste em infeccdo crénica restrita aos tlbulos renais e na disseminacdo de
leptospiras para o ambiente através da urina. Em outra situagdo, quando hospedeiros
acidentais entram em contato com a bactéria, tem-se como consequéncia infecgdo aguda
com ampla variedade de gravidade clinica. O animal doente costuma manifestar sinais
clinicos bastante evidentes e sdo transmissores ineficientes para outros animais (HIRSH
e ZEE, 2003; QUINN et al., 2005).
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A maioria das infecgdes nos suinos tem a forma subclinica. Dois grupos de
suinos sdo mais suscetiveis a manifestar a infeccdo clinica: os leitdes jovens e as fémeas
prenhes. Hemorragias e septicemia com ictericia ocorrem com maior frequéncia em
animais jovens, enquanto problemas reprodutivos como, aborto e infertilidade sdo as
manifestacdes nos suinos adultos (HIRSH e ZEE, 2003; ZIMMERMAN et al., 2012).

No entanto, dependendo do sorotipo causador da doenca, as manifestagdes
clinicas e patolégicas podem variar de infeccdes moderadas dos sistemas urinario e
genital a doenca sistémica séria (QUINN et al., 2005). A infeccdo associada ao sorotipo
Bratislava € caracterizada por baixa resposta soroldgica, rapida transmissdo de animal
para animal, sinais clinicos leves resultantes de infeccdo transplacentéria e prolongado
estado de portador renal. Este sorotipo tem sido isolado de fetos abortados, leitdes
natimortos, fracos leitdes recém-nascidos, rins e trato reprodutivo de porcas e varrfes de
rebanhos apresentando falhas reprodutivas (AZEVEDO et al., 2008).

O isolamento da bactéria de fetos abortados, natimortos e leitbes fracos foi
obtido em diversas ocasides, entretanto, a bactéria nunca havia sido isolada de leitbes
aparentemente sadios nascidos de matrizes com infeccao subclinica. Soto et al. (2006),
uma semana ap6s o parto, colhneram amostras de figado, rins, pulmdes, coracgdo, baco e
conteido géstrico de leitBes nascidos de matrizes infectadas experimentalmente com o
sorotipo Canicola para realizacdo de exame através da PCR. Apos a inoculacao, todas as
matrizes infectadas apresentaram no teste de SAM anticorpos anti-leptospira. Contudo,
a PCR ndo detectou a presenca de leptospiras na urina, e somente em uma matriz
pesquisada apresentou resultado positivo nas amostras dos rins e figado. Dos leitdes
clinicamente saudaveis pesquisados, 83,3% apresentaram resultados positivos na PCR
em pelo menos umas das amostras testadas, confirmando a transmissdo vertical da
infeccdo e o risco de infec¢do em manter um animal com doenca subclinica no rebanho.

Quando a doenca é causada pelos sorotipos Icterohaemorrhagiae e Copenhageni,
ambos adaptados aos roedores, a leptospirose suina aparece de forma aguda e algumas
vezes fatal em suinos jovens (QUINN et al., 2005). Infeccbes com 0s sorotipos
Grippotyphosa ou Icterohaemorrhagiae podem causar doenca severa e estdo associados
a altos titulos de anticorpos e a um curto periodo de portador renal (ZIMMERMAN et
al., 2012).
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A leptospirose na fase aguda geralmente coincide com o periodo de bacteremia.
Nessa fase da infeccdo, muitos suinos apresentam como sinais clinicos: anorexia
transitdria, pirexia e apatia. Na doenca crbnica, os sinais clinicos primarios mais
comumente relatados em rebanhos doentes s&o: aborto, infertilidade, nascimento de
leitdes fracos ou natimortos, alta mortalidade pré-desmame e nefrite intersticial cronica.
As maiores perdas econdmicas da suinocultura s&o justificadas por falhas reprodutivas
consequentes da leptospirose cronica (BOLIN et al., 1991; BOLIN, 1994; QUINN et al.,
2005).

Azevedo et al. (2008) evidenciaram a influéncia negativa da soro-positividade
no desempenho reprodutivo de matrizes soropositivas quando comparadas com as
fémeas soronegativas. As matrizes soropositivas apresentaram um tempo prolongado
entre o intervalo de desmame-cio, diminuicdo do numero de leitdes nascidos,
diminuicdo do numero de leitdes desmamados, baixo escore corporal dos leitdes no
nascimento e aumento de natimortos. Dos animais soropositivos, 0 sorotipo mais
encontrado foi o Bratislava.

Ainda como caracteristica da doenca cronica, Hashimoto et al. (2008) e Miraglia
et al. (2008) verificaram uma significativa associacdo entre a nefrite intersticial e a soro-
positividade para a leptospirose em suinos aparentemente sadios abatidos nos estados do
Parana e Sao Paulo. Em contrapartida, Oliveira et al., (2012) ndo detectaram através da
Imunofluorescéncia Direta a presenca da Leptospira spp. em nenhum dos 400 rins
condenados por nefrite em frigorificos do Mato Grosso.

Outras causas de nefrite intersticial em suinos incluem agentes bacterianos como
Escherichia coli, Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. Entretanto, as lesbes
causadas por esses organismos sdo extremamente leves e ndo sdo associadas com as
lesGes macroscopicas descritas como white spots (BAKER at al., 1989).

As lesbes conhecidas como white spots consistem em pequenos focos
acinzentados difusos no coértex renal, geralmente cercados por um anel hiperémico.
Microscopicamente s&o lesdes de nefrite intersticial progressiva com presenca de atrofia
glomerular, espessamento discreto da capsula de Bowman e infiltrado mononuclear com
necrose do epitélio tubular (ZIMMERMAN et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2013).

Com o intuito de comprovar a associacdo das lesdes white spots a leptospirose

em bovinos, Azizi et al. (2012) coletaram amostras de rins apresentando lesdes focais
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ou multifocais juntamente com amostras de urina e sangue para a realizacdo da PCR
utilizando como alvo o gene lipL32. O DNA da bactéria foi detectado em mais de 50%
dos rins coletados de vacas com lesdo caracteristica de white spots e nefrite intersticial,

sugerindo que a bactéria esta associada as tais lesdes renais.
Diagnostico

Ao longo dos anos, mesmo com todos os avangos da Medicina Veterinéria e da
Biologia Molecular, diagnosticar a leptospirose suina ainda é considerado um desafio. O
diagnostico da leptospirose € feito correlacionando os informes clinicos e
epidemioldgicos com os resultados laboratoriais encontrados. O diagndstico pode ser
realizado por diferentes métodos laboratoriais de deteccdo direta ou indireta do agente
ou de seu material genético (BOLIN, 1994, HIRSH e ZEE, 2003). Entretanto, a falta de
um teste laboratorial ideal para a deteccdo da leptospirose continua sendo a maior
barreira para o diagnostico e vigilancia da doenca (HARTSKEERL, COLLARES-
PEREIRA e ELLIS, 2011).

Meétodos de Diagnéstico Direto
Microscopia

A Leptospira spp. tem dimensdes bastante reduzidas e dificilmente é visualizada
pelos métodos de coloracdo tradicionais como Gram ou Giemsa. O principio da
Microscopia de Campo Escuro (MCE) € baseado nos reflexos da superficie do micro-
organismo ampliado pelo microscépio. Nesse caso, quando as lentes estdo focadas nas
lesptospiras, as bactérias sdo vistas como objetos brilhosos em um fundo escuro
contrastante (FAINE e STALMAN, 1982; HIRSH e ZEE, 2003).

As leptospiras no sangue podem ser detectadas apenas durante os primeiros dias
depois do inicio da infeccéo. Aproximadamente 10* mL de leptospiras s&0 necessarios
para uma célula por campo ser visivel pela técnica da MCE. A desvantagem de utilizar a
MCE como ferramenta de diagndstico tem sido a facilidade em gerar falso-negativos e
falso-positivos, mesmo quando funcionarios qualificados fazem a leitura da lamina
(AHMAD, SHAH e AHMAD, 2005).

Além disso, o resultado da leitura também pode ser influenciado pelo momento

da infecgdo em que a amostra foi coletada e pelo tempo entre a coleta e a analise de seu

27



contetido, sendo ideal a utilizagdo de esfregagos frescos para realizar a pesquisa do
organismo. Por esses e outros erros de classificagdo, esse método ndo deve ser utilizado
como um teste de laboratorio definitivo, e sim como um complemento a outros métodos
de diagndstico (TOYOKAWA, OHNISHI e KOIZUMI, 2011).

Métodos de coloragdo tém sido aplicados a fim de aumentar a sensibilidade do
exame de microscopia direta de amostras do sangue, urina e outros tecidos de animais
suspeitos. Os métodos sdo: 0 método de Coloracdo por Prata Warthin-Starry (WS); o
método de Imunofluorescéncia Direta (IF); e 0 método de Imunohistoquimica (IHQ)
(AHMAD, SHAH e AHMAD, 2005). As técnicas de WS e IF permitem a visualizagdo
direta de toda a bactéria, o que representa a principal vantagem desses métodos. A IF é
especialmente util para a deteccdo de antigenos da membrana externa da bactéria
(FORNAZARI et al. 2012).

As limitacOes da IF séo a falta de informacédo sobre a morfologia do tecido
afetado, a dificuldade em preservar os resultados e a necessidade de um equipamento
especial de microscopia fluorescente. Em contraste, a IHQ ndo necessita de um
microscopio especial e proporciona a oportunidade de examinar a distribuicdo e a
localizacdo do agente no fragmento de tecido pesquisado. Além disso, esse é o Unico
método que permite estudos retrospectivos utilizando amostras de tecidos fixados por
formalina e embebidos por parafina. Contudo, a IHQ € uma técnica com baixa
sensibilidade para diagnosticar a leptospirose e ndo permite a determinacao do sorotipo
infectante (BOLIN, 1994).

Cultura Bacterioldgica

O isolamento da bactéria é considerado o padrdo ouro de diagndstico, apesar
disso, 0 método ¢ dificultado pela necessidade de imediata inoculacdo pds-coleta em
meios de cultura especificos e pelo demorado indice de crescimento do organismo
(LEVETT, 2001; ADLER e PENA MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras podem ser isoladas de amostras clinicas de sangue, liquido
cérebro-espinhal, urina e tecidos coletados post mortem. As amostras teciduais devem
ser maceradas antes da inoculagdo em meio liquido. Os meios de cultura mais utilizados

sdo: meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), meio Korthof modificado
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ou meio semissolido Fletcher (TORTEN e MARSHALL, 1994; ZIMMERMAN et al.,
2012).

O meio inoculado deve ser mantido a uma temperatura de 28 a 30 °C e
verificado semanalmente através da MCE até completar 20 semanas de inoculado,
quando pode vir a ser descartado caso apresente resultado negativo. Portanto, a cultura
bacteriana ndo é considerada efetiva como um teste diagndstico de rotina, sendo
utilizada principalmente em pesquisas. Apesar da alta especificidade, esse teste tem
baixa sensibilidade e pode demorar muitos meses até a liberacdo de um resultado
negativo (AHMAD, SHAH e AHMAD, 2005). Contudo, o isolamento da bactéria tem
um importante significado na investigacdo epidemioldgica, sendo pré-requisito para a
identificacdo de cepas envolvidas na infeccdo em determinadas areas geograficas
(ZIMMERMAN et al., 2012).

Meétodos de Diagnéstico Indireto

Métodos soroldgicos vém sendo utilizados ao longo dos anos comprovando a
resposta imunolégica do hospedeiro ao entrar em contato com a bactéria. Dependendo
do método aplicado, os anticorpos podem ser detectados no sangue em
aproximadamente 10 dias pés-infeccdo (LEVETT, 2001). Nesse momento, devido a
baixa probabilidade da deteccdo das leptospiras no sangue, os métodos sorolégicos sao
necessarios. Na realidade, até mesmo durante a fase de leptospiuria, quando a
eliminacdo dos organismos pode ser intermitente, os métodos de diagnostico direto
podem ser inconclusivos (ADLER e PENA MOCTEZUMA, 2010).

Teste da Soroaglutinacdo Microscépica (SAM)

O diagndstico indireto através da demonstracdo de anticorpos anti-leptospira
pela técnica SAM é o método mais frequentemente utilizado e o teste soroldgico
recomendado para o diagnostico da leptospirose humana e animal (HIRSH e ZEE,
2003; WHO, 2010; OIE 2012; ZIMMERMAN et al., 2012). O teste é comumente
utilizado devido ao seu baixo custo, ser largamente disponivel e ter sensibilidade
razoavel (BOLIN, 1994). A base do teste € a detecgéo de reacdes de aglutinacdo entre o
soro contendo anticorpos com 0s antigenos de membrana externa de leptospiras vivas.

A aglutinacdo depende primariamente da presenca de anticorpos especificos contra o
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lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa da bactéria. Depois da
incubagdo, a mistura do soro-antigeno é analisada através da MCE a fim de avaliar a
porcentagem de aglutinacdo e determinar a titulacdo sorologica (LEVETT, 2003).

Infeccbes  causadas pelos  sorotipos Pomona,  Grippotyphosa ou
Icterohaemorrhagiae sdo geralmente diagnosticadas utilizando métodos soroldgicos
devido aos altos titulos de anticorpos produzidos em suinos infectados. Diagnosticar a
infeccdo causada pelo sorotipo Bratislava é mais dificil por causa da baixa resposta
soroldgica dos suinos infectados e também pelo fato da presenca dos organismos
infectantes ser rara nos tecidos do animal (AZEVEDO et al., 2008). Titulos no SAM
variam consideravelmente e podem ser mantidos por até 3 semanas, seguido de
subsequente declinio gradual. Titulos baixos podem ser detectaveis por varios anos em
muitos animais (ZIMMERMAN et al., 2012).

Apesar de ser amplamente utilizado e recomendado, o SAM tem importantes
limitagdes. Um banco de sorotipos deve ser mantido vivo e em meio liquido, o que
requer repetidas analises semanais e subcultura de um grande numero de cepas,
apresentando perigo para os funcionarios do laboratério. No minimo, para néo
ocorrerem resultados falso-negativos, o banco deve incluir todos os sorotipos
circulantes da localidade. A técnica de SAM é trabalhosa e demanda pessoal treinado e
experiente para minimizar a probabilidade de erros. Além disso, a leitura dos resultados
é subjetiva, podendo variar de acordo com o laboratério executor (BHARTI et al., 2003;
AHMAD, SHAH e AHMAD, 2005; OIE, 2012).

Tratando-se da habilidade de identificar o sorotipo infectante, existe um
consenso em que 0 SAM pode identificar confiavelmente o presumivel sorogrupo.
Porém, devido ao alto grau de reacdo cruzada entre os diferentes sorotipos em cada
sorogrupo, o teste ndo pode ser considerado sorotipo-especifico (AHMAD, SHAH e
AHMAD, 2005). O teste detecta anticorpos das classes M e G, e ndo pode diferenciar
entre infeccdo atual, recente ou antiga, ou até mesmo diferenciar anticorpos
consequentes de infeccdo natural ou em resposta a vacinagdo. Desta forma, é importante
considerar o histérico de vacinagdo dos animais submetidos ao teste (OIE, 2012).

Depois de 45 a 60 dias da vacinacdo, os titulos de anticorpos contra diversos
sorotipos encontrados na vacina podem persistir em um nivel de 100 ou mais. Em

contraste, titulos consequentes da infec¢do natural dos sorotipos, exceto o Bratislava,
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tendem a ser iguais ou maiores do que 800. Porcos infectados com o sorotipo Bratislava
apresentam baixos titulos de anticorpos (de 50 a 200) ou, caso titulos mais altos
aparecam, 0s mesmos rapidamente baixam para menores niveis. Isso torna dificil
distinguir os titulos resultantes de infeccdo natural daqueles resultantes da vacinagédo
(BOLIN, 1994; OIE, 2012).

Quando suinas prenhes sdo expostas as leptospiras, hd geralmente um atraso
entre o tempo de infeccdo e o aborto. Logo, os titulos de anticorpos devem alcancar o
auge antes do aborto e analises de amostras do soro em fase aguda e de convalescéncia
podem mostrar titulos estaveis ou em diminui¢do. Amostras de soro coletadas de leitGes
anteriormente o fornecimento do colostro podem conter anticorpos anti-leptospira caso
a infeccdo transplacentaria tenha ocorrido. Esses anticorpos estdo presentes em titulos
baixos (menores do que 100), mas geralmente sdo especificos contra o sorotipo
infectante (BOLIN, 1994).

ELISA — Ensaio Imunoenzimatico

Diante das varias limitacbes do SAM, e da complexidade de suas interpretacoes,
varios testes para detectar imunoglobulinas anti-leptospira tem sido desenvolvidos com
0 propdsito de substitui-lo ou complementé-lo. O teste de ELISA foi desenvolvido para
humanos e animais, suas vantagens séo: a habilidade de distinguir a infec¢do aguda da
cronica através da deteccdo de imunoglobulinas especificas IgM ou IgG (eventualmente
IgA), a alta sensibilidade e especificidade, e a alta repetitividade quando comparado
com o teste de SAM (OIE, 2012). Por outro lado, dependendo do antigeno usado, um
resultado positivo no teste de ELISA ndo d& nenhuma indicacdo quanto ao
sorogrupo/sorotipo infectante e ndo é suficiente para diagnosticar um caso de
leptospirose, o que deve ser confirmado através da técnica da PCR ou através de cultura
bacteriolégica (PICARDEAU, 2013).

O desenvolvimento de apenas um reagente antigénico especifico adequado para
a deteccdo soroldgica de infecgdes causadas por todos os sorotipos ainda permanece
como um grande desafio. Estdo disponiveis kits de ELISA baseados na deteccdo de
anticorpos contra as leptospiras, geralmente contra a cepa saprofita L. biflexa ou a cepa
intermediaria L. fainei, as quais dividem com as cepas patogénicas diversos antigenos
de superficie (PICARDEAU, 2013).
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A LipL32 é a principal proteina estudada como um antigeno para os protocolos
de ELISA usados em diferentes animais. Este € o antigeno mais abundante encontrado
no perfil total das leptospiras, altamente conservado entre as espécies patogénicas e
absente nas espécies saprofitas. A lipoproteina de superficie LipL32 também foi
identificada como um alvo do sistema imunoldgico durante infeccdo natural por
leptospiras. A sensibilidade e a especificidade dos resultados encontrados nos
protocolos de ELISA utilizando a proteina LipL32 como antigeno recombinante sao
encorajadores. Quando comparado com o0 SAM, estudos em suinos utilizando o método
ELISA apresentam sensibilidade de 100% e especificidade de 85,1% (HARTLEBEN et
al., 2013).

Métodos Avancados de Diagndstico Direto

Diagnostico Molecular

O uso da PCR para amplificacio do DNA €é uma excelente ferramenta
diagndstica para a deteccdo da Leptospira spp. em tecidos e liquidos animais (HIRSH e
ZEE, 2003). O diagndstico molecular esta sendo utilizado com maior frequéncia e vem
se destacado em relacdo as técnicas soroldgicas por atender aos requisitos de
sensibilidade, especificidade e rapida deteccdo dos patdgenos (SANTOS et al., 2011). A
importancia dessa técnica esta relacionada a deteccdo do animal portador dentro de um
rebanho, e até mesmo ao diagndstico precoce de um animal acometido pela forma mais
severa da leptospirose (HAMOND et al., 2012b).

Ademais, a técnica da PCR é bastante (til para o diagndstico de organismos
fastidiosos ou com o crescimento lento, e pode ser facilmente utilizada em laboratorios
ndo especializados, diferentemente do SAM, o qual tem alto custo e necessita de
laboratério especial para sua execucdo (CESPEDES et al., 2007).

Apesar de ter algumas limitagdes como, por exemplo, a incapacidade de
identificar o sorotipo infectante, a técnica permite que a amplificagio do DNA do
microrganismo seja feita mesmo quando o0 mesmo estad em concentragdes minimas e em
variados tecidos bioldgicos. Alguns sistemas moleculares sdo sensiveis 0 bastante a
ponto de detectar de 10 a 100 copias do genoma da bactéria por mL (AHMAD, SHAH e
AHMAD, 2005; BOURHY et al., 2011).
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A técnica da PCR se divide em duas categorias baseadas na deteccdo de genes
que estdo universalmente presentes na bactéria, como o gene 16S rRNA ou rrs, 0 gene
gyrB e o gene secY, ou na deteccdo de genes restritos as bactérias patogénicas, como o
gene lipL32, o ligA e o ligB, sendo os ultimos mais efetivos em diagnosticos precoces
da doenca (PALANIAPPAN et al., 2005; SLACK et al., 2006; AHMED et al., 2009;
HAMOND et al., 2012b; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2014).

Tratamento, Controle e Prevengao

A leptospirose pode ser definida como uma doenca causada por qualquer um dos
mais de 300 sorotipos conhecidos. Cada sorotipo é capaz de infectar quase todos 0s
mamiferos existentes, podendo transformar qualquer hospedeiro em um portador renal
ativo de leptospiras virulentas. Além disso, qualquer sorotipo é capaz de trocar de
hospedeiro principal (shift) podendo simultaneamente perder ou ganhar viruléncia. Por
causa das razdes mencionadas, a prevencao absoluta, ou a erradicacdo completa da
leptospirose é impossivel (TORTEN e MARSHALL, 1994).

Como tratamento indica-se a antibioticoterapia. As leptospiras sdo sensiveis a
diversos antibioticos, como: penicilina, fluorquinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
estreptomicina e eritromicina. Para um tratamento benéfico, o mesmo deve ser
instituido precocemente ou como forma profilatica em casos de exposi¢do ao agente
(HIRSH e ZEE, 2003). Contudo, a acéo isolada de antibidticos ndo sera suficiente para
eliminar ou controlar a infeccdo de rebanhos (ZIMMERMAN et al., 2012).

Um dos fatores criticos do controle da leptospirose suina € a interrupcdo da
transmissdo da doenca pelo suino ou hospedeiro portador renal do agente, para tal
algumas acOes devem ser associadas: antibioticoterapia, despovoamento por meio de
vazio sanitario, limpeza e desinfeccdo de instalagbes ou granjas suinicolas, imunizacao
de suscetiveis e rigoroso controle de roedores (HIRSH e ZEE, 2003; CARPENTER,
SCORGIE e JOSEPHSON, 2006).

As vacinas disponiveis atualmente tém baixa eficacia, imunidade limitada e sdo
sorotipo-especifica, exigindo no minimo reforco anual (LEVETT, 2001; HIRSH e ZEE,
2003). No Brasil, a imunizacdo dos animais susceptiveis é feita utilizando vacinas anti-

leptospirose constituidas de bactérias integras inativadas polivalentes. Os sorotipos
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comumente presentes na vacina sdo: Canicola, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni,
Pomona, Grippotyphosa e Bratislava (KOIZUMI e WATANABE, 2005).

Por ser baseada no determinante lipopolissacarideo apenas dos seis sorotipos
envolvidos em sua producdo, a vacina confere pouca protecdo cruzada contra 0S outros
sorotipos infectantes. Além disso, o alto custo de sua producdo e a necessidade de
realizar reforgos ao longo dos anos aumentam as limitacGes da vacina (KAUFMANN et
al., 1999). Ainda assim, a vacinacdo € bastante utilizada a fim de reduzir a prevaléncia
da infeccdo no rebanho, diminuindo as taxas de abortamento e de mortalidades fetal
(HIRSH e ZEE, 2003; ZIMMERMAN et al., 2012).

O contato dos suinos com provaveis portadores renais da bactéria deve ser
evitado ou controlado, principalmente tratando-se de roedores, 0s principais
reservatorios naturais da bactéria. O controle do hospedeiro mais importante em uma
zona endémica reduz drasticamente a chance de contato com o agente, assim como 0
namero de casos clinicos de humanos e animais domésticos (TORTEN e MARSHALL,
1994; ZIMMERMAN et al., 2012).

Outra importante acdo € controlar a entrada e saida de animais domeésticos
solicitando os documentos necessarios para transacfes interestaduais e internacionais e,
desta forma, certificar a auséncia da doenca. Apesar da erradicacdo absoluta da
leptospirose ser uma tarefa impossivel, a prevencao e a pratica de métodos de controle
adequados pode reduzir bastante a incidéncia dessa doenca em humanos e animais
domesticos (TORTEN e MARSHALL, 1994).

OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi detectar através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) a presenca do gene lipL32 em fragmentos coletados de rins de suinos
abatidos em frigorificos localizados no Distrito Federal com o intuito de estudar a
ocorréncia do agente e identificar animais portadores renais na regido. Todos 0s
frigorificos visitados estavam sob a inspecdo sanitaria de Fiscais Agropecuarios da
Diretoria de Inspe¢do de Produtos de Origem Vegetal e Animal/Secretaria de
Agricultura e Desenvolvimento Rural do Distrito Federal - DIPOVA/SEAGRI/GDF.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo detectar através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) a presenga do fragmento do gene lipL32 em fragmentos coletados de
rins de suinos abatidos em frigorificos localizados no Distrito Federal com o intuito de
estudar a ocorréncia da Leptospira spp., assim como identificar suinos portadores renais
do agente. Foram coletadas amostras renais de 50 carcagas provenientes de animais
oriundos de trés propriedades diferentes. A PCR foi baseada na detecgdo do fragmento
do gene lipL32, o qual é extremamente conservado em todas as cepas patogénicas da
Leptospira spp. O resultado encontrado em todas as amostras do estudo foi negativo
para a bactéria Leptospira spp. Em granjas com boas condic¢Bes sanitarias, apesar de o
risco de transmissdo ser baixo, a leptospirose suina permanece como um assunto
preocupante tanto para a Saide Animal quanto para a Saude Publica.

Palavras-chave: suino, Leptospira, proteina LipL32, PCR, zoonose

ABSTRACT

This study aimed to detect through the Polymerase Chain Reaction (PCR) the
presence of lipL32 gene in fragments collected from pig kidneys in slaughterhouses
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located in Distrito Federal in order to study the occurrence of the Leptospira spp. as
well as identify renal carriers of the agent. Kidney samples from 50 animals from three
different properties were collected. The PCR method was based on the detection of
lipL32 gene which is highly conserved in all strains of pathogenic Leptospira spp. The
PCR was negative in all the surveyed kidney samples. In farms with good sanitary
conditions, despite the low risk of transmission, swine leptospirosis remains a matter of
concern both for Animal Health and for Public Health.

Key words: pig, Leptospira, lipL32 protein, PCR, zoonosis

INTRODUCAO

A suinocultura no Brasil vem se qualificando como uma das atividades
responsaveis pela manutencdo do desenvolvimento econdmico e social de muitos
municipios e estados do pais, gerando empregos no campo, na industria e no comércio.
No terceiro trimestre do ano de 2015 o abate de suinos no Brasil foi recorde e
apresentou o maior resultado desde 1997. A regido Sul é responsavel pela maioria dos
abates (66,6%), sequida pelas regides Sudeste (18,2%), Centro-Oeste (14%), Nordeste
(1,1%) e Norte (0,1%) (IBGE, 2015). No cenario internacional, o Brasil segue como o
quarto maior produtor e 0 quarto maior exportador de carne suina (ABPA, 2015).

Listada como uma doenca de notificacdo obrigatéria pela Organizacdo Mundial
de Saude Animal (OIE), a leptospirose € uma das principais doencas infecciosas dos
suinos (OIE, 2012). Além de interferir com os indices produtivos da suinocultura, a
leptospirose é considerada uma zoonose amplamente disseminada pelo mundo, afetando
diversas espécies de animais domésticos e silvestres, representando riscos para a salde
publica (Azevedo et al, 2008; Osava et al., 2010).

A Leptospirose € uma doenca bacteriana causada por espirogquetas patogénicas
pertencentes ao género Leptospira. A membrana externa das leptospiras é composta por
um perfil de proteinas bastante complexo. De acordo com Haake et al. (2000), a
proteina mais proeminente encontrada na membrana externa das leptospiras tem massa
molecular de aproximadamente 32 kDa e é denominada como LipL32. A proteina
LipL32 é expressa em altos niveis ndo somente durante o cultivo bacteriano, mas
também durante a infeccdo de mamiferos, sendo sua sequéncia e expressdo altamente

conservadas entre 0s sorotipos patogénicos.
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A epidemiologia da leptospirose suina é complexa, uma vez que 0S suinos
podem ser infectados por qualquer um dos sorotipos patogénicos. Na espécie suina, 0s
sorotipos mais comumente encontrados, infectando e causando a doenga, sdo:
Bratislava, Icterohaemorrhagiae, Canicola, Gryppotyphosa, Tarassovi, Muenchen e
Pomona (Azevedo et al., 2008; Osava et al., 2010; Zimmerman et al., 2012).

A transmisséo da doenca ocorre por mecanismos diretos e indiretos. Sabe-se que
0 microrganismo é mais efetivamente transmitido por contato direto do animal doente
ou portador renal com o animal sadio, porém, quando as condi¢des ambientais sdo
favoraveis, a transmissao indireta também pode ocorrer. Uma das principais formas de
manter a doenca nos rebanhos é através dos suinos portadores renais, os hospedeiros de
manutencdo. Esses animais sdo pouco afetados pela doenca, mas por albergarem a
bactéria patogénica em seus tdbulos renais e a eliminarem na urina. Possuem
fundamental importancia na transmissdo indireta da enfermidade para suinos
suscetiveis, assim como na infeccdo de outros animais e humanos (Adler e Pefia
Moctezuma, 2010; Zimmerman et al., 2012).

Em animais suscetiveis, duas situacGes distintas podem resultar em
consequéncia da infeccdo por Leptospira spp., a forma aguda e a forma crbnica. A
leptospirose na fase aguda geralmente coincide com o periodo de bacteremia da doenca.
Nessa fase da infeccdo, muitos suinos apresentam como sinais clinicos: anorexia
transitdria, pirexia e apatia (Bolin et al., 1991).

Na doenca cronica, os sinais clinicos mais comumente relatados em rebanhos
doentes estdo relacionados principalmente as falhas reprodutivas: aborto, infertilidade,
mumificacdo fetal, nascimento de leitdes fracos ou natimortos, alta mortalidade pré-
desmame e nefrite intersticial crénica (Santos et al., 2011). As maiores perdas
econbmicas da suinocultura sdo justificadas por falhas reprodutivas consequentes da
leptospirose cronica (Bolin, 1994; Azevedo et al., 2008).

O objetivo desse trabalho foi detectar atraves da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) a presenca do fragmento do gene lipL32 em fragmentos coletados de
rins de suinos abatidos em frigorificos localizados no Distrito Federal com o intuito de

estudar a ocorréncia do agente e identificar animais portadores renais na regiao.

MATERIAL E METODOS
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Foram coletados rins de 50 suinos procedentes de trés propriedades diferentes
abatidos em abatedouros frigorificos sob a inspecéo sanitéria de Fiscais Agropecuarios
da DIPOVA/SEAGRI/GDF no Estado do Distrito Federal durante o0 més de maio de
2015. Da propriedade numero 1 foram coletadas amostras renais de 20 carcacas, da
propriedade ndmero 2 também foram coletadas amostras renais de 20 carcagas e da
propriedade nimero 3 foram coletadas amostras renais de 10 carcacas. A escolha dos
animais foi aleatdria, sem discriminacdo de sexo, raca e idade. Na inspecdo ante-
mortem e post-mortem, nenhum dos animais apresentava sinais clinicos ou lesdes
macroscopicas compativeis com a leptospirose.

Para a coleta das amostras foi utilizado material estéril: luvas de latex, pincas e
laminas de bisturi. A fim de evitar a contaminacdo cruzada entre os animais amostrados
realizou-se uso individual do material de coleta. Fragmentos com tamanho aproximado
de 2 a 3 cm, abrangendo tanto a regido medular quando a cortical, foram coletados de
ambos os rins dos suinos estudados. As amostras de cada suino foram acondicionadas
em potes coletores estéreis e mantidas em bolsa térmica com gelo durante o trajeto até o
laboratério de Microbiologia Veterindria do Hospital Veterinario da UnB, onde as
amostras foram armazenadas a temperatura de - 20 °C em refrigerador especifico.

Para obter amostras homogeneizadas e ao mesmo tempo preservar suas
condigdes originais, os fragmentos coletados foram processados sem adicdo de
nenhuma substancia no Stomacher do Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
UnB. Em seguida, para a extragdo de DNA, retirou-se 10 uL de cada amostra
homogeneizada e utilizou-se o kit de extracdo PureLink® Genomic DNA Kits
(Mammalian Tissue and Mouse/Rat Tail Lysate) da Invitrogen®.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos e o tamanho dos amplicons utilizados nas

amplificacdes

Primer Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho do

amplicon (bp)

lipL32 F 5> CGCTTG TGG TGC TTT CGG TGGT 3’ 264 bp

lipL32 R 5°CTC ACC GAT TTC GCCTGTTGG G 3’ 264 bp

A amplificacdo foi realizada de acordo com Jouglard et al. (2006). Foram

utilizados primers especificos baseados no gene lipL32 (Tab. 1). A PCR foi baseada na
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deteccdo da sequéncia 264 bp do gene lipL32, a qual é extremamente conservada em
todas as cepas patogénicas da Leptospira spp. (Haake et al., 2000). A reacdo foi
realizada com volume final de 25 pL dos seguintes reagentes: 3 uL da amostra, 0,5 puL
Taq Phoneutria®, 1 pL de cada primer (foward e reverse), 2,5 uL de solucdo tampéo,
0,75 uL MgClz, 1 pL de dNTP, 15,25 pL de Agua Millie Q.

O mix preparado foi acondicionado ao termociclador Techgene da Techne® sob
as condicOes de: 94 °C por 5 minutos seguido de 32 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 72 C°
por 1 minuto, e a final extensdo de 72 C° por 7 minutos. Foi adicionado 2 pL de
marcador as aliquotas de 10 uL das amostras amplificadas. Depois de homogeneizada,
esta solucdo foi submetida a eletroforese horizontal em gel de agarose 2% e corrida a 60
voltz. Apos a corrida o gel foi corado com solucéo de brometo de etideo (5 mg/mL) por
20 minutos e a visualizacdo das bandas foi feita através do transiluminador ultravioleta
(UVP®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificagdo do gene lipL32 foi negativa em todas as amostras renais
pesquisadas. Desde o inicio dos anos 90 o diagndstico molecular esta sendo utilizado
com maior frequéncia e vem se destacando em relacdo as técnicas soroldgicas por
atender aos requisitos de sensibilidade, especificidade e rapida detec¢do dos patdgenos
em diferentes materiais pesquisados (urina, sangue, tecido renal e liquido cérebro-
espinhal) (Mérien et al., 1992; Mayer-Scholl et al, 2011; Santos et al., 2011). A
deteccdo da Leptospira spp. patogénica em fluidos corporais ou tecidos de animais é
muito importante para o diagnoéstico da leptospirose por fornecer evidencias
incontestaveis de infeccdo ativa ou do estado de animal portador renal do agente
(Mérien et al., 1992).

O gene lipL32 é a proteina de membrana externa mais abundantemente
encontrada na superficie de todos 0s sorotipos patogénicos e ausente em especies
saprofitas. Com o objetivo de desenvolver um teste de PCR especifico para sorotipos
patogénicos, o gene lipL32 foi utilizado como alvo (Jouglard et al., 2006).

E importante ressaltar que o curso natural da doenca influencia diretamente em
qual teste diagnostico deve ser escolhido juntamente com qual o tipo de amostra deve
ser coletada (Picardeau, 2013). Durante a leptospiremia (fase aguda e inicial da doenca),
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0 agente pode ser facilmente detectado em amostras de sangue total, fluido cérebro-
espinhal e em outros fluidos do animal. Nessa fase da doenca a resposta humoral ainda
ndo esta estabelecida e geralmente os animais ndo apresentam titulos soroldgicos
detectaveis em testes sorologicos convencionais. Nesse caso, um método direto como,
por exemplo, a PCR, é geralmente mais apropriado do que o uso de métodos
soroldgicos. Desta forma o diagndstico definitivo pode ser feito anteriormente a
deteccdo de anticorpos, quando o tratamento dos animais € mais eficiente (Hamond et
al., 2012b).

No presente estudo, o tecido renal foi a amostra de escolha para a deteccdo da
bactéria Leptospira spp. em razdo do organismo se albergar e se multiplicar nos rins de
mamiferos hospedeiros acidentais ou nos rins de hospedeiros de manutencdo, 0s
indesejados portadores renais (Zimmerman et al, 2012).

Considerando que a correta execugdo da inspecdo ante mortem e post mortem
impedira o abate de animais enfermos com manifestacdo de sinais clinicos de doengas
infecciosas como, por exemplo, a leptospirose suina, a utilizacdo de amostras coletadas
de abatedouro ndo representa uma amostragem adequada para o estudo da prevaléncia
da leptospirose suina em uma determinada regido, permitindo apenas uma nocéo geral
de sua ocorréncia, assim como 0 conhecimento da presenca de suinos portadores renais
(Shimabukuro et al., 2003; Carrijo et al., 2012).

As infecgdes por Leptospira spp. ocorrem em frequéncias importantes nos
rebanhos de suinos brasileiros, podendo variar em relagédo a constancia de acordo com o
sistema de producdo, manejo, clima, regido e sorotipo infectante (Azevedo et al., 2008;
Osava et al., 2010; Zimmerman et al., 2012).

Miraglia et al. (2008), pesquisaram fémeas suinas abatidas no estado de Séo
Paulo e isolaram quatro estirpes dos animais que apresentavam titulos no teste de soro-
aglutinacdo microscopica (SAM) para o sorotipo Pomona. A presenca de DNA
bacteriano foi confirmada através da técnica da PCR, sendo que a maioria dos
resultados positivos foi oriunda de testes em amostras renais. Contudo, a técnica da
PCR falhou em detectar a presenca da Leptospira spp. em mais de um 6rgdo do mesmo
animal, e isso pode ser justificado pelo momento da infecgdo do animal pesquisado.
Ainda assim, foi possivel correlacionar os resultados positivos obtidos com a cultura

bacteriolégica e com a técnica da PCR, sendo a Gltima a mais sensivel.
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No Estado do Parand, Filippsen et al. (2001) pesquisaram rebanhos de suinos
criados ao ar livre na regido Sudoeste e relataram sorologia negativa para leptospirose.
Delbem et al. (2004), pesquisando animais no mesmo estado, encontraram maior
prevaléncia do sorotipo Icterohaemorrhagiae nas matrizes soropositivas testadas. Ainda
no Parana, porém na regido Noroeste, Rauber-Junior et al. (2011) detectaram o sorotipo
Hardjo como o mais prevalente em suinos soropositivos para a leptospirose.

Osava et al. (2010), ao estudarem trés sistemas de criacdo diferentes,
encontraram o sorotipo Icterohaemorrhagiae com maior frequéncia, seguido do sorotipo
Hardjo. Os pesquisadores verificaram a ocorréncia de anticorpos anti-leptospira em
suinos procedentes de trés diferentes sistemas produtivos: granja ndo tecnificada, granja
tecnificada e granja que utiliza o sistema intensivo de suinos criados ao ar livre
(SISCAL) localizadas nos municipios de Rio Verde (GO), Uberlandia e Uberaba (MG).
Encontraram prevaléncia de anticorpos anti-leptospira nos trés sistemas de criagéo,
sendo a maior frequéncia na granja tecnificada.

Na Bahia, Santos et al. (2011) analisaram através da PCR a presenca de DNA da
Leptospira interrogans no sangue de suinos abatidos clandestinamente. Das 72 amostras
coletadas, 14 (19,44%) foram positivas e apresentaram fragmentos de DNA compativeis
com os encontrados em cepas patogénicas de leptospirose. Ainda na regido do nordeste
Brasileiro, Figueiredo et al. (2013) realizaram a prova de soro-aglutinacdo microscépica
em 126 suinos abatidos no semiarido Paraibano a fim de determinar a frequéncia de
anticorpos anti-leptospira. De todos os animais testados, 18 (14,6%) foram positivos,
com predominéncia do sorotipo Autumnalis.

Gongalves et al. (2011) estudaram diferentes sistemas de criacdo suina
(extensiva e confinamento) no Piaui. Quando comparados, o sistema de criacdo
extensiva apresentou maior suscetibilidade em relacdo a predisposicdo para a infeccdo
por Leptospira spp., sendo o sorotipo Icterohaemorrhagiae 0 mais encontrado nos
animais soropositivos. Dois perfis soroldgicos distintos podem ser encontrados em
rebanhos infectados endemicamente. Em suinos criados em criagdes intensivas e
infectados com as cepas adaptadas aos suinos, a prevaléncia de titulos de anticorpos é
bem baixa. Acredita-se que isso seja resultado de uma infeccdo primariamente causada

por transmissdo venérea. Em contraste, suinos mantidos em criagdes extensivas
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apresentaram soro-prevaléncia bem maior e a justificativa seria a infec¢do adquirida
através do contato com a urina de roedores portadores (Zimmerman et al., 2012).

Também no Nordeste brasileiro, em estudo da ocorréncia de anticorpos anti-
leptospira em 305 suinos abatidos no agreste do Estado de Pernambuco, Cavalcanti
(2011) demonstrou através da técnica de SAM 78 animais positivos, sendo que 0s
sorotipos mais frequentes foram Icterohaemorrhagiae (55,12%), Copenhageni (17,94%)
e Djasiman (6,41%).

Em Santa Catarina, ainda na regido Sul do pais, Carrijo et al. (2012)
pesquisaram através da técnica de Imunofluorescéncia Direta a presenca da bactéria em
rins de 100 suinos de diferentes propriedades abatidos sob inspecdo sanitaria e nédo
encontraram nenhuma amostra positiva para a bactéria Leptospira spp.

No estado de Goias, estudando a prevaléncia da L. interrogans em reprodutores
suinos, Souza (2000) identificou como o0s sorotipos mais importantes:
Icterohaemorrhagiae, Bratislava, Grippotyphosa, Djasiman, Autumnalis, Pomona,
Hardjo, Tarassovi, Pyogenes, Canicola e Australis. No entanto, em estudo mais recente
no mesmo estado, a fim de analisar o perfil sanitario de 170 suinos de criacOes
extensivas, Barthasson (2005) realizou a técnica da SAM contra 11 sorotipos de
leptospiras (Icterohaemorrhagiae, Bratislava, Grippotyphosa, Autumnalis, Pomona,
Hardjo, Tarassovi, Canicola, Ballum e Wolffi), ndo demonstrando em seus resultados a
presenca de anticorpos contra nenhum dos sorotipos testados.

Em estudo retrospectivo de exames soroldgicos realizados em suinos com
suspeita clinica em amostras coletadas no periodo 1983 a 1987, Favero et al. (2002)
identificaram predominantemente os sorotipos Grippotyphoosa e Icterohaemorrhagiae
em Minas Gerais; Pomona no Rio Grande do Sul; Pomona e Icterohaemorrhagiae em
Pernambuco e Rio de Janeiro; Autumnalis no Ceard; e Icteroaheamorrhagiae em Goiaés,
Parang, Santa Catarina e Sdo Paulo.

No estado de S&o Paulo, a presenca de suinos portadores renais foi estudada por
Shimabukuro et al. (2003) por meio da pesquisa do agente em amostras sanguineas e
renais de 131 animais através de cultura bacteriologica, PCR e por meio da
demonstracdo de anticorpos anti-leptospira pela técnica da SAM. Como resultado, 0s
autores obtiveram pela SAM 48 amostras sorologicas positivas para um ou mais

sorotipos de Leptospira spp., sendo o sorotipo Icterohaemorrhagiae o de maior
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importancia. Na pesquisa do agente nos rins, 88 amostras foram submetidas a cultura
em meio de Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) e analisadas pela
técnica da PCR. Apesar de 48 animais terem apresentado resultados positivos na
sorologia, apenas em uma unica amostra renal de um animal soropositivo foi possivel
isolar (cultura) e detectar o agente (PCR).

Um dos fatores criticos do controle da leptospirose suina € a interrup¢do da
transmissdo da doenca pelo suino ou outro hospedeiro mamifero portador renal. Em
vista disso, a importancia da técnica da PCR esta relacionada a deteccéo rapida e pratica
do animal portador dentro de um rebanho, diferenciando o0 mesmo de um animal doente
ou vacinado, o que o teste de SAM falha em realizar (Bolin, 1994; Shimabukuro et al.,
2003; Mayer-Scholl et al, 2011; Hamond et al., 2012b).

A técnica de SAM, apesar de ser o método mais utilizado e o teste soroldgico
recomendado para o diagnostico da leptospirose humana e animal, apresenta limitagdes
relevantes. Uma das maiores limitacdes do teste é a necessidade de um enorme banco de
sorotipos disponivel para a realizacdo dos exames. Na auséncia de algum sorotipo
importante na regido estudada, os resultados da sorologia podem ndo estar acurados,
podendo surgir falso-negativos (WHO, 2010; OIE 2012; Zimmerman et al., 2012).

O mesmo problema ndo acontece em relagdo a técnica da PCR. Uma vez que ao
utilizar como alvo o gene lipL32 é possivel detectar Leptospira spp. em amostras
clinicas independente do sorotipo patogénico infectante, gerando resultados mais
confiaveis (Jouglard et al., 2006; Mayer-Scholl et al., 2011). Ademais, por apresentar
alta especificidade e sensibilidade a técnica permite que a amplificacdo do DNA do
microrganismo seja feita mesmo quando o mesmo est em concentragdes minimas e em
variados tecidos bioldgicos (Bourhy et al., 2011).

Além disso, resultados positivos apenas no teste de SAM ndo podem ser
conclusivos em relacdo a presenca de infeccdo ativa, ou de animal portador renal,
necessitando ser complementado por outros métodos de diagndsticos para o isolamento
ou deteccdo do agente, como por exemplo, a técnica da PCR (OIE, 2012).

Ainda assim, mesmo quando os animais apresentam altos titulos anti-leptospira
nos testes soroldgicos, a ndo deteccdo do agente em amostras renais atraves da técnica
da PCR pode acontecer. Esse evento ocorre em algumas situagdes: quando os animais

testados foram infectados, apresentando ou ndo a doenga, e rapidamente eliminaram o
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agente e o estado de portador renal; quando os altos titulos sorolégicos resultam de uma
resposta vacinal e ndo de uma infeccao natural; e, por fim, quando a infec¢éo é recente e
ainda ndo houve colonizacdo renal (Shimabukuro et al., 2003; OIE, 2012; Zimmerman
etal., 2012).

A condigdo sanitaria de uma granja suinicola pode estar relacionada as préaticas
de manejo e de saneamento adotadas, conferindo o controle da leptospirose por meio de
uma serie de medidas preventivas (Osava et al., 2010; OIE, 2012). Todas as amostras
coletadas neste trabalho foram provenientes de animais sadios oriundos de granjas com
boas condigdes sanitarias. Complementarmente, todos os animais foram submetidos a

inspecdo sanitaria nos estabelecimentos de abate.

CONCLUSOES

O resultado encontrado em todas as amostras do estudo foi negativo para a
bactéria Leptospira spp. Apesar de o risco de transmissdo da bactéria ser baixo, a
leptospirose suina permanece como um assunto preocupante tanto para a Satude Animal
quanto para a Salde Publica. Sendo necessarios outros estudos a fim de entender

melhor a epidemiologia da doenca na regido do Distrito Federal.
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