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SANTOS, Gisele Rocha dos. Presenca de aglutininas anti -Leptospira spp em
bovinos abatidos em frigorifico no extremo sul do estado da Bahia e fatores de risco
associados. 65fl.il. Dissertacdo (Mestrado em Patologia) — Universidade Federal da
Bahia. Fundacao Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2016.

RESUMO

INTRODUCAO: A bovinocultura no Brasil é uma das principais atividades que
compdem o agronegocio do pais, sendo o segundo maior rebanho do mundo. O
estado da Bahia tem papel importante neste setor, sendo o 10° estado em numero
de animais abatidos no Brasil em 2015 (4,4% dos animais abatidos no Brasil).
Mesmo com indices animadores, a produtividade da pecuéria baiana ainda € baixa,
tendo as doencas infecciosas e parasitarias como principais entraves a sua melhora.
Dentre essas doencas a leptospirose apresenta uma prevaléncia de 45,42% nos
bovinos no estado da Bahia em prévio inquérito. OBJETIVOS: Assim, 0 presente
projeto teve como objetivo: i) analisar a sororeatividade contra Leptospira de bovinos
abatidos em estabelecimento com servico de inspecao federal, no estado da Bahia,
utilizando o teste microaglutinacédo (MAT), ii) avaliar qual o sorovar predominante na
populacdo animal pesquisada, iii) avaliar os rins dos animais abatidos em
estabelecimento com servico de inspecdo federal, no estado da Bahia quanto a
presenca de lesdes macroscopicas e a sua associacdo com as reacdes positivas ao
MAT, vi) avaliar possiveis fatores de risco que poderdo propiciar o
desencadeamento da infeccdo por Leptospira. Foram analisados soros de 400
bovinos abatidos. MATERIAL E METODOS: Os animais abatidos eram pertencentes
a 18 fazendas localizadas em dez municipios do extremo sul da Bahia. Foram
preenchidos questionarios para identificacdo de fatores de riscos associados a
infeccdo por Leptospira. Os 800 rins pertencentes aos 400 animais também foram
analisados quanto a ocorréncia de lesdes macroscopicas e condenacdo no
abatedouro.RESULTADOS: As amostras de soros foram testadas por MAT,
utilizando 22 sorovares de Leptospira, pertencentes a bateria representativa e 72
(18%) amostras reagiram positivamente ao teste. O sorogrupo Sejroe foi
responsavel por 71% das reacdes positivas, seguido por Shermani com 12%,
Semaranga com 7%, Autumnalis com 7% e Panama com 3%. Em 16 das 18
fazendas com animais avaliados, houve a deteccdo de pelo menos um animal
positivo. Cinquenta e dois rins foram condenados devido a identificacdo de lesbes
macroscopicas, porém apenas 12 deles pertenciam a animais reagentes ao MAT,
nao havendo associacdo. Os fatores de risco associados a positividade dos animais
foram sexo feminino, criacdo extensiva e presenca de aborto. CONCLUSAO:Os
resultados sugerem que 0s animais tém contato com a Leptospira, que,
provavelmente, se encontra disseminada na regido estudada.

Palavras-chave: Sorologia, Rim, Condenacéo, Fatores de risco, Bahia.
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a slaughterhouse in the extreme south of Bahia and associated risk factors.65 fl. il.
Dissertacao (Mestrado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundacao
Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisa Gongalo Moniz, Salvador, 2016

ABSTRACT

INTRODUCTION: cattle raising in Brazil is one of the activities that comprise the
agribusiness of the country, the second largest herd in the world. The state of Bahia
has an important role in this sector, being the 10th state in the number of animals
slaughtered in Brazil in 2015 (4.4% of the animals slaughtered in Brazil). Despite
encouraging rates, productivity of the Bahian livestock is still low, and infectious and
parasitic diseases as major barriers to improvement. Among these diseases
leptospirosis has a prevalence of 45.42% in cattle in the state of Bahia in a previous
survey. OBJECTIVES: The present project aimed to: i) analyze the seroreactivity
against Leptospira from bovine animals slaughtered in establishments with federal
inspection service in the state of Bahia, using the microscopic agglutination test
(MAT), ii) assess what the predominant serovar in animal population studied, iii)
evaluate the kidneys of animals slaughtered in an establishment with federal
inspection service in the state of Bahia and the presence of gross lesions and their
association with the positive reactions to the MAT, vi) evaluate possible risk factors
that may promote the onset of Leptospira infection. 400 slaughtered cattle sera were
analyzed. MATERIALS AND METHODS: The animals were slaughtered belonging to
18 farms located in ten municipalities in the south of Bahia. Questionnaires were
completed to identify risk factors associated with infection with Leptospira. 800
kidneys belonging to 400 animals were also analyzed for the occurrence of
macroscopic lesions and condemnation in abatedouro.RESULTADOS: Serum
samples were tested by MAT using 22 Leptospira, belonging to the representative
battery and 72 (18%) samples reacted positively to the test. The serogroup sejroe
accounted for 71% of positive reactions, followed by Shermani with 12% Semaranga
with 7%, with 7% autumnalis and Panama with 3%. In 16 out of 18 farms with
animals evaluated, there detecting at least one positive animal. Fifty-two kidneys
were convicted due to identification of macroscopic lesions, but only 12 of them
belonged to reactive animals to MAT, there was no association. Risk factors
associated with the positivity of the animals were female, extensive farming and the
presence of abortion. CONCLUSION: The results suggest that animals have contact
with Leptospira, which probably is widespread in the region studied.

Palavras-chave: Serology, Kidney, Sentence, Risk Factors, Bahia.
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1 INTRODUCAO

A producao de bovinos é uma atividade econémica importante para o Brasil,
respondendo pelo segundo maior rebanho efetivo do mundo, com 212,3 milhdes de
cabecas. A agropecuéria brasileira foi responsavel por 23% do PIB (Produto Interno
Bruto) brasileiro em 2015, com a pecuaria tendo um aumento de 5% em seu
faturamento. No 4° trimestre de 2015 foram abatidos cerca de 7,69 milhdes de
cabecas de gado no Brasil, com a Bahia ocupando o 10° lugar entre os estados da
confederacao que mais abateu bovinos no final de 2015 (IBGE, 2015).

A pecudria é exercida pelas diversas faixas de produtores, desde o agricultor
familiar até o grande produtor/exportador. Na pecuaria, seja ela de leite ou de corte,
de alta ou de baixa producédo, é imprescindivel que se tenha um bom manejo
sanitario (LILENBAUM e SOUZA, 2003). Assim, o acompanhamento, prevencao e
controle de doencas podem prevenir grandes prejuizos econdmicos, ocasionados
pela perda de animais ou diminuicdo/auséncia de producdo (HESTERBERG et al.,
2009; AYRAL et al., 2014). As doencas que acometem o sistema reprodutivo desses
animais trazem prejuizo econdmico ndo s6 ao produtor como a toda a populacéo
humana, que esta ligada direta ou indiretamente a essa modalidade produtiva
(ELLIS, 1994).

Além dos prejuizos econdbmicos, as doencas acometendo bovinos podem
provocar prejuizos a saude da populacdo. Doencas como a leptospirose sao
zoonoses, colocando em risco a saude do trabalhador e das pessoas que lidam com
esses animais, estejam eles vivos ou abatidos (LEVETT, 2001; GONCALVES et al.,
2006).

1.1 ALEPTOSPIROSE E LEPTOSPIRA

A leptospirose € uma zoonose que ocorre em todo o mundo, especialmente
em paises de clima tropical e subtropical. E uma doenca que acomete Varias
espécies de animais domesticos, selvagens e o homem, cursando de forma aguda
ou crbnica. A leptospirose influencia diretamente na saude publica e no agronegdécio
(FAINE et al., 1999; TALPADA et al., 2003).

A bactéria causadora da leptospirose pertence a Ordem Spirochaetales,
Familia Leptospiraceae, Género Leptospira (FAINE et al., 1999, LEVETT, 2001). Na
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década de 60, as leptospiras foram divididas em dois grupos: L. interrogans que
reunia todas as cepas patogénicas e L. biflexa, que reunia todas as cepas
ambientais e ndo patogénicas (CERQUEIRA e PICARDEAU, 2009; EVANGELISTA
e COBURN, 2010).

Apoés analises de hibridizacdo de DNA, 13 espécies de Leptospira foram
classificadas como patogénicas (L. alexanderi, L. alstoni, L. borgpetersenii, L inadai,
L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchii, L. santarosai, L.
terpstrae, L. weilii e L. wolffi ) e 6 espécies consideradas como saprofitas ( L. biflexa,
L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielli e L. wolbachii) (Levett, 2001; Adler
and de la Pefia Moctezuma 2010). Outro tipo de classificacdo realizada é baseada
na analise do gene 16S do RNA ribossdmico das leptospiras. Neste tipo de
classificacdo as bactérias sé@o divididas em trés grupos: patogénicas (L. alexanderi,
L. alstoni, L. borgpetersenii, L. Interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai e
L. welii), intermediaria (L inadai, L. fainei, L. licerasiae, e L. Wolffi) e sapréficas ou
nao-patogénicas ( L. biflexa, L. meyeri, L. kmetyi, L. vanthielli, L. wolbachii, L.
terpstrae e L. yanagawae) (HOOKEY, 1993; CERQUEIRA e PICARDEAU, 2009;
XIAO et al., 2015).

Sorologicamente, as leptospiras sao classificadas em 24 sorogrupos e cerca
de 250 sorovares (LEVETT, 2001, ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA 2010). A
reatividade frente a antisoros ocorre em funcdo da expressdo diferenciada dos
lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana externa dessas bactérias
(ADLER e PENA-MOCTEZUMA et al.,1999; EVANGELISTA e COBURN, 2010).

Leptospiras sdo espiroquetas helicoidais, aerébias, moveis e flexiveis. Medem
cerca de 0,1 ym de didmetro e 6 a 20 ym de comprimento, sendo melhor
vizualizadas em microscopia de campo escuro (Figura 1). (PARMA et al., 1997; KO
et al., 2009; ADLER e DE LA PENA-MOCTEZUMA, 2010).

Elas possuem um flagelo inserido na regido periplasmatica axial
(endoflagelo), diferente do observado na maioria das bactérias, que permite a
realizacdo de movimento de rotagdo. A motilidade tem papel importante na
viruléncia dessa bactéria, comprovada através de mutacdo de genes relacionados
com essa funcdo que provocaram reducdo da viruléncia, demonstrando a
importancia deste feno6tipo na infectividade da bactéria (CERQUEIRA e
PICARDEAU, 2009; LAMBERT et al., 2012).
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A membrana externa de Leptospira é formada por uma dupla camada, tendo
o LPS como principal antigeno, que induz a aglutinacdo, opsonizacdo e estimula a
producdo de anticorpos protetores (LEVETT, 2001, EVANGELISTA e COBURN,
2010). Mesmo sendo semelhante estruturalmente e imunologicamente ao das
bactérias Gram-negativas, o LPS das leptospiras possui baixa atividade endotdxica
(SHIMIZU et al., 1987; LEVETT, 2001), chegando a ser 12 vezes menos letal em
ratos quando comparado com o LPS da Escherichia. coli, por exemplo (FAINE et al.,
1999, ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

J
 §

15kV.  X4,000 5pm 0001 Fiocruz

Figura 1: Leptospira observada em microscépio eletrénico de varredura. Foto cedida por
Claudio Pereira Figueira (FIOCRUZ — CpqGM, 2014)

Além do LPS, outras proteinas também compdem a membrana externa de
Leptospira, como por exemplo, Loa22, LipL32, LipL21 e lipL41. A LipL32 esta
presente apenas em leptospiras patogénicas, apresentando alta imunogenicidade e
forte reatividade frente a soros de pacientes doentes (CULLEN et al.,, 2005;
CHIRATHAWORN et al.,, 2014). A Loa22 também ocorre apenas em leptospiras
patogénicas, sendo necessaria para a viruléncia, parecendo ser citotdéxica e capaz
de induzir a apoptose (RICALDI et al., 2012).
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O crescimento de leptospiras ocorre, preferencialmente, em temperaturas de
28 a 30°C e pH de 7,2 a 7,6 (PARMA et al.,, 1997). O meio de cultura mais
comumente usado é o meio Ellinghausen-McCullough / Johnson-Harris (EMJH), que
contém o acido oleico, albumina bovina e polissorbato (Tween) (EVANGELISTA e
COBURN, 2010). Muitas vezes este meio é suplementado com soro de coelho para
melhor crescimento das cepas. (FAINE et al., 1999; ADLER e DE LA PENA
MOCTEZUMA 2010). O meio EMJH também € utilizado no isolamento de
leptospiras, sendo comum a adicdo de 5-fluorouracil ao meio, para evitar a
contaminacgao da cultura (LEVETT, 2001).

Mesmo sendo consideradas exigentes quanto a oferta de nutrientes, algumas
leptospiras, como é o caso da L. interrogans, podem sobreviver por longos periodos
em ambientes com baixa oferta de nutrientes, como por exemplo, solos Umidos e
agua fresca (FAINE et al., 1999; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Em
estudos experimentais, foi demonstrada a existéncia de leptospiras viaveis por até
180 dias em agua (BRASIL, 1995; LANGONI, 2001). Uma estratégia para a
sobrevivéncia de leptospiras € a formacao de biofilme, quando elas se agregam, e

produzem uma matriz extracelular (RISTOW et al., 2008).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Inimeros determinantes ambientais e sociais contribuem para a ocorréncia de
surtos epidémicos de leptospirose em populacbes de animais ou humanos
(PETRAKOVSKY, et al., 2014).

A leptospirose tem sido considerada uma doenca reemergente, que no
passado era associada primariamente as atividades ocupacionais, como 0s
trabalhadores em lavouras de arrozal, jardineiros, agougueiros e agricultores
(NAJERA et al., 2005). Recentemente, a doenca foi associada também as atividades
recreativas e esportivas, ao ecoturismo e turismo de aventura e natureza, nos quais
0 risco de contato com as diversas fontes de infeccdo pode ocorrer com maior
frequéncia (HAAKE et al., 2002; EVANGELISTA et al., 2010).

A ocorréncia da leptospirose é mundialmente distribuida, porém em regides
tropicais e subtropicais a taxa € bem maior, quando comparada com regides frias e
secas (GUIMARAES et al., 1982), pois as regides tropicais oferecem excelentes

condi¢cbes para a sobrevivéncia e disseminacédo de leptospiras, devido ao clima e,
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particularmente, a alta precipitacdo pluviométrica. A ocorréncia da leptospirose é
sazonal, tendo picos no verdo ou outono em regibes temperadas, ou durante a
estacdo chuvosa em regibes de clima quente (PLANK e DEAN, 2000; LEVETT,
2001).

Ao longo do século XX, a leptospirose passou a ocorrer em larga escala nos
grandes centros urbanos, principalmente em locais com condi¢cdes sanitérias
precarias (FELZEMBURGH et al., 2014; EVERARD et al., 1995; PERROCHEAU e
PEROLAT, 1997). As condicdes precarias de saneamento basico presente nas
ocupacgOes desordenadas das cidades produz uma condi¢do ecologica favoravel
para transmissdo da leptospirose por roedores (JOHNSON et al., 2004,
THIERMANN et al., 1977). Desta forma, a leptospirose humana tornou-se um
problema urbano devido a expansédo das cidades e o éxodo rural (KO et al., 1999).
Um estudo realizado no municipio de Salvador revelou que 15% dos moradores
pesquisados apresentavam reacdo positiva a exame soroldgico para leptospirose,
indicando uma infec¢éo ou contato prévio (REIS et al., 2008).

Essas condicdes estdo frequentemente associados a praticas inadequadas de
gestdo em &reas rurais (ex: descarte inadequado de restos abortivos, falta de
controle dos animais ingressantes no platel e outros) ou condi¢cdes sanitérias
precérias em areas urbanas(ex: falta de saneamento basico). Essas situacdes tém
sido claramente associadas com a ocorréncia da infeccéo por leptospiras (MARTINS
e LILENBAUM, 2013). Ocorre grande variacdo do sorovar predominante na infeccao
por leptospiras, dependendo da regido estudada, da espécie animal afetada e até
mesmo do individuo acomentido (CORREA e CORREA, 1991).

Em relacdo a leptospirose bovina no Brasil, o descuido com restos abortivos e
o contato com animais doentes sdo condi¢cdes importantes na transmissdo da
leptospirose bovina. Estudos epidemiolégicos tem sido realizados, sejam eles com
maior ou menor abrangéncia territorial, com resultados de soroprevaléncia variando
de 38% a 64% (FAVERO et al., 2001, LILENBAUM, 2003; AGUIAR et al., 2006;
MAGAJEVSKI et al., 2007; CASTRO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; COELHO
et al., 2014).

No estado do Mato Grosso do Sul, Figueiredo et al. (2009) analisaram 2.573
amostras de soro de bovinos sadios e observaram 98,8% de prevaléncia de
evidéncia sorolégica de exposicdo a Leptospira em bovinos, apontando o sorovar

Hardjo (65,6%) como o de maior ocorréncia. Neste estudo a raca zebu e animais
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voltados para exploragdo de corte foram identificados como fatores de risco para
ocorréncia de reacdo sorolégica contra Leptospira. Ja Pellegrin et al. (1999), no
Pantanal Mato-Grossense, analisou 28 rebanhos e 756 amostras de soro de bovinos
sadios, sendo estimada uma prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp de 39%
onde o sorovar Hardjo foi o mais frequente. Neste estudo ndo houve andlise de
associacao com fatores de risco.

Em Goias, Juliano e colaboradores, em 2000, analisaram 20 rebanhos e 426
amostras de soros de bovinos leiteiros, sem qualquer sinal ou sintoma relacionado
com a leptospirose, obtendo uma prevaléncia de 82%. Ele analisou os diversos
fatores de risco, porém nenhum obteve associagao significativa com os resultados.

No estado da Bahia, os mais recentes trabalhos realizados com bovinos
analisando a ocorréncia de reacdo soroldgica contra leptospirose foram Viegas et al.
(2001) e Oliveira et al. (2009). Viegas et al. (2001) analisaram 836 amostras de
soros de animais com suspeita clinica para leptospirose, pertencentes a seis
diferentes espécies de animais domésticos, dentre eles bovinos. Dos 109 soros
bovinos analisados, 97 reagiram positivamente ao teste da microaglutinacéo,
totalizando 89% de prevaléncia. Ja Oliveira et al. (2009) avaliaram 10.823 soros de
fémeas em idade reprodutiva de rebanhos bovinos sadios do Estado da Bahia,
estimando uma prevaléncia de 45,42%. Até o momento, ndo foi realizado nenhum
estudo com animais de abatedouro no estado da Bahia.

As diferencas dos resultados obtidos nos diversos estudos podem sofrer
influencia de vérios fatores relacionados ao teste sorolégico como: a colecdo de
antigenos utilizada, o ponto de corte, a época do ano em que se realizou a coleta e a
localizacdo da propriedade (FAINE, 1982). A bateria de antigenos empregada no
teste da MAT € um fator importante, que varia de estudo para estudo e pode
influenciar nos resultados, causando auséncia ou presenca de animais positivos
(FAVERO et al, 2001). Os artigos citados acima divergiram no numero de
sorogrupos utilizados nos testes, ocorrendo alteracbes também nos sorovares
empregados. A influéncia de outros fatores, sejam eles ambientais, de rebanho ou
do proprio individuo podem favorecer a ocorréncia de cepas diferentes ou a
ocorréncia maior ou menor de uma determinada cepa nos diversos trabalhos
(FAINE, 1982; FAVERO et al., 2001).



18

1.3 — TRANSMISSAO

O contato com agua e solo umido contaminados com urina de animais
infectados € a principal forma de infeccéo inter e intra-espécies. Diferentes espécies
animais podem eliminar Leptospira através da urina, mantendo a contaminacdo do
ambiente por longos periodos (FAINE, 1999; PETRAKOVSKY, et al.,, 2014). A
contaminacdo ocorre a partir do contato direto com urina ou tecidos infectados por
leptospiras, ou por contato indireto através de agua, lama ou solo contaminado com
urina leptospiremica (JORGE et al., 2012; LEHMANN et al., 2014).

As principais vias de entrada da bactéria no organismo animal ou humano sédo
através de feridas da pele e através da pele integra, apos longos periodos de
exposicao a agua ou solo umido contaminado (FAINE, 1999; PETRAKOVSKY et al.,
2014). Alguns sorovares estdo adaptados a espécies de animais especificas, sejam
eles domésticos ou selvagens (Tabela 1) (BHARTI et al., 2003), tendo a L.
interrogans (sorovar Hardjo) e L. santarosai (sorovar Shermani) como as espécies
gue estdo mais associadas as infeccdes em animais de producao (ZACARIAS et al.,
2008; MARTINS e LILENBAUM, 2013).

Tabela 1. Animais reservatorios domeésticos e selvagens e seus respectivos
sorovares de Leptospira spp.

Hospedeiro de manutencao Sorovar (es)
Suinos Pomona, Tarassovi
Bovinos Hardjo, Pomona
Equinos Bratislava
Caninos Canicola
Ovinos Hardjo
Mao-pelada Grippothyphosa
Ratos Icterohaemorrhagiae,Copenhageni
Camundongos Ballum, Arborea, Bim
Marsupiais Grippotyphosa
Morcegos Cynopteri, Wolffi

Fonte: Bharti et al., 2003
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7

O sorovar Hardjo é o principal causador da leptospirose bovina, espécie
considerada como importante fonte de infeccdo para os humanos e outros animais
na zona rural (MARTINS e LILENBAUM, 2013; AZIZI et al.,, 2014). Em areas
urbanas, o rato é considerado o principal reservatorio e transmissor da leptospirose
humana. O Rattus norvegicus e 0 Rattus rattus sdo as duas espécies mais
presentes na cadeia de transmissao da leptospirose (COSTA et al., 2014.)

Liquidos e tecidos reprodutivos de animais contaminados também podem
infectar individuos que entrem em contato com os mesmos (FAINE, 1999;
PETRAKOVSKY et al.,, 2014). O sémem também € uma via de eliminacdo de
leptospiras, permitindo a contaminagdo de um numero grande de animais fémeas a
partir de um Unico animal macho, seja por contato sexual ou através de inseminacao
artificial (KIKTENKO et al., 1976; PETRAKOVSKY et al., 2014).

Em 2006, foi evidenciado que fémeas suinas transmitiram Leptospira
verticalmente para os seus filhotes. Os leitdbes nascidos dessas porcas eram
clinicamente saudaveis, porém estavam infectados por leptospiras, se tornando
potenciais transmissores da doenca (SOTO et al., 2006). Em 1998, Bielanski e
colaboradores inocularam L. borgpetersenii sorovar Hardjobovis em novilhas por via
uterina, cervical, subconjuntival e intranasal. Posteriormente, foi confirmada a
infeccdo através de exames soroldgicos e por identificacdo da bactéria em moérulas e
embrides, confirmando que a transferéncia de embrides também pode ser uma via
de transmissao da leptospirose em bovinos.

Os portadores cronicos ou clinicamente sadios sdo 0s transmissores mais
comuns. A auséncia de sintomas cria uma falsa sensacdo de saude dos animais,
diminuindo a preocupacdo e aumentando a contaminac¢do dos profissionais que
trabalham em contato direto com os animais, por exemplo (GONCALVES et al.,
2006).

1.4 PATOGENESE

A infeccdo por Leptospira tem sido dividida e classificada em dois grandes
grupos. Um grupo relaciona os animais considerados como reservatorios ou
mantenedores das cepas circulantes. Esses animais sdo mais resistentes e
adaptados a determinadas cepas, geralmente resultando em uma infeccao

subclinica ou cronica. A bactéria coloniza os tUbulos renais desses animais com
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infeccdo crbnica e é eliminada no ambiente, favorecendo a infecgdo de outros
animais e do homem. O outro grupo corresponde aos hospedeiros acidentais, que
tendem a desenvolver a doenca. Devido a existéncia de uma diversidade de
sorovares que causam a leptospirose, um mesmo animal pode ser reservatorio para
uma determinada sorovares e desenvolver a doenca quando infectado por uma
outra (ALONSO-ANDICOBERRY et al.,, 2001; LILENBAUM E SOUZA, 2003;
MACIEL et al., 2008; MARTINS e LILENBAUM, 2013).

O mecanismo da patogenia da leptospirose esta pouco esclarecido, porém
sabe-se que esta bactéria, ao entrar em contato com o hospedeiro, penetra
rapidamente através das membranas mucosas, da pele molhada ou de pequenos
cortes ou abrasfes, migrando através das juncdes intercelulares (BAROCCHI et al.,
2002). Apés a penetracdo, a Leptospira se dirige a corrente sanguinea, onde se
multiplica e permanece por aproximadamente sete dias (MINEIRO et al., 2011,
LEHMANN et al., 2014). A identificacdo de leptospiras no sangue pode ocorrer
desde minutos pos infeccao até 48h (ATHANAZIO et al., 2008; KO et al., 2009).

A disseminacao da Leptospira, durante a infec¢do, ocorre rapidamente. Nesta
fase, a motilidade parece ter papel importante no sucesso da infec¢do, visto que,
mutagcbes em genes responsaveis por ela reduzem drasticamente a viruléncia dos
diversos tipos de espiroquetas. Além disso, sabe-se que cepas patogénicas tém a
capacidade de atravessar barreiras de células endoteliais e aderir as células do
hospedeiro, atividade néo realizada por cepas sapofitas. Apesar da evidéncia de que
a quimiotaxia esta ligada a motilidade no processo de penetracdo, ndo se tem
muitos estudos sobre o assunto (LUX et al., 2001; LIAO et al., 2010; LAMBERT et
al., 2012).

No 6rgédo alvo, as leptospiras se aderem a matriz extracelular (ECM) através
de suas proteinas de ligacdo presentes em sua superficie, como a LipL32, LigB,
fibronectinas e outras. Essas proteinas parecem néo ser muito especificas, aderindo
a uma variedade de componentes do hospedeiro (HOOKE et al., 2008; ADLER,
2014) e podem ser identificadas em varios érgdos como coracdo, pulmdo, rins,
figado, sistema nervoso, bacgo e olhos (ATHANAZIO et al., 2008; KO et al., 2009).

O rim é o orgdo mais afetado na leptospirose aguda e o dano endotelial
generalizado é o principal mecanismo de patogénese desta bactéria em casos
graves (MACIEL et al., 2006). O comprometimento renal ocorre em 16 a 40% desses

casos, com disfuncédo tubular e inibicdo da Na+/K+-ATPase, causando hipocalemia,
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polidria e hemorragia (SIPICHLER et al., 2007). Os lipopolissacarideos e
lipoproteinas presentes na superficie da Leptospira ativam as células
mononucleares do sangue periférico, que migram através das paredes de artérias e
arteriolas renais formando o infiltrado inflamatério composto por mondcitos,
histiocitos e neutrdfilos . Essas células ativadas secretam citocinas pro-inflamatérias
(TNF-a, IL-8, IL-10) podendo levar a dano tecidual grave com estresse oxidativo a
partir de liberacdo de radicais livres (LEVETT, 2001; MCBRIDE et al., 2005 ;
MACIEL et al., 2006).

O envolvimento pulmonar, na infeccdo por Leptospira em humanos, tem sido
frequentemente observado, especialmente os quadros de sindrome hemorragica
pulmonar grave (SHPG). A patogénese dessa hemorragia ainda estda sendo
investigada, porém acredita-se que, além do dano endotelial direto, as lesdes
teciduais causadas por processos inflamatérios também possam ser uma via
importante de comprometimento vascular (MEDEIROS et al., 2010). Um estudo
realizado em Sao Paulo conseguiu associar a identificacdo de TNF-a no sangue de
pacientes com leptospirose grave e posterior 6bito (TAJIKI e SALOMAO, 1996).
CRODA et al. (2009) realizaram, no estado de Sao Paulo, 30 necropsias em
pacientes com leptospirose associada a hemorragia pulmonar e encontrou depdésitos
de fibrina (28/30), necrose e regeneracdo de células pulmonares (30/30),
evidenciando a contribuicdo da resposta inflamatdria na ocorréncia da hemorragia
pulmonar.

Os animais considerados como reservatérios e/ou assintomaticos persistentes
apresentam uma disseminac¢ao bacteriana rapida (entre 2 a 7 dias) e generalizada,
sendo identificada em todos os tecidos. Apés essa fase, as leptospiras sobrevivem
seletivamente nos rins, exibindo-se em aglomerados ou isolados no liumen dos
tubulos renais proximais, praticamente desaparecendo dos outros Orgdos. Essa
colonizagédo pode ser identificada em diversos animais como macacos, ratos e
cobaias (FAINE, 1957; BRANGER et al.,, 2005). O rato Wistar, foi caracterizado
como modelo animal para pesquisas em infeccdo crénica de leptospiras. Esses
animais apresentam persisténcia da Leptospira nos rins por quatro meses, sem
desenvolvimento de sintomas (ATHANAZIO et al., 2008). Em 1981, Thiermann ja
havia identificado a persisténcia de Leptospira em rins de ratos por 220 dias,

confirmando a importancia do rato como animal transmissor da leptospirose.
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1.5 — SINAIS CLINICOS

1.5.1 - A leptospirose em Humanos

A incidéncia da leptospirose em humanos ainda € pouco conhecida, porém
segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, cerca de 320.000 casos humanos sao
registrados no mundo a cada ano (WHO, 2003; COSTA et al., 2014). Inicialmente a
leptospirose era considerada uma doenca basicamente ocupacional, associada ao
trabalho rural, ao contato direto com ambiente e animais contaminados (FAINE,
1999), sendo identificada também em atividades de lazer e viagens (NAKAMURA et
al., 2006; MONAHAN et al., 2009; LONDEREE, 2014).

Os aspectos clinicos ocorridos em humanos tém curso variavel. A maioria das
infeccbes apresenta-se na forma subclinica, com sintomas brandos e néo
especificos, como febre, mialgia, dor abdominal, nauseas e vOmitos. Essas
infeccbes mais leves podem ser confundidas com outras enfermidades (BHARTI et
al., 2003; ATHANZIO et al., 2005). Sendo assim, muitos casos sdo negligenciados
ou nao identificados (BOVET et al., 1999).

Nos casos mais graves, podemos observar sintomas que caracterizam a
doenca de Weil, descrita na Alemanha, pela primeira vez, em 1886 (LEVETT, 2001).
Os principais sintomas sado a ictericia, insuficiéncia renal aguda e hemorragia. Os
sangramentos pulmonares tornam-se cada vez mais frequentes em casos graves de
leptospirose humana, com uma letalidade maior que 50% e, muitas vezes, presenca
de Obito em até 24 h pés-internamento (VIJAYACHARI et al., 2003; GOUVEIA et al.,
2008).

O tratamento € realizado a base de antibioticoterapia e terapia de suporte
complementar. A terapia hidroeletrolitica, didlise ou hemodialise e assisténcia
cardiorrespiratoria séo medidas indicadas nos casos mais graves (BRASIL, 2009).

1.5.2 A leptospirose em animais nao humanos

Os sintomas clinicos e a gravidade da infeccdo variam de acordo com a
espécie acometida e com a viruléncia do sorovar infectante (FAINE, 1999). Em 90%
dos casos, 0 curso da leptospirose em animais nao humanos é considerada leve ou

auto-limitante, sem sintoma clinico aparente e associada a uma adaptacdo do
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hospedeiro ao sorovar infectante (BERNARD, 2009; PLANK e DEAN, 2000). A
exemplo disso temos os cdes com o sorovar Canicola, oS equinos com 0O sorovar
Bratislava, os bovinos com o sorovar Hardjo e 0s suinos com o sorovar Pomona
(BERNARD, 2009; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Nas infecgbes cronicas, as leptospiras sobrevivem seletivamente nos rins,
(FAINE, 1957; BRANGER et al., 2005) causando nefrite intersticial focal ou difusa
(Maxie, 1993). A nefrite € a lesdo mais encontrada em animais domeésticos abatidos
e identificada com deficiéncias renais. Essa alteracdo é identificada através de
pontos branco-acinzentados, dispersos por todo o rim e pode estar ligado a infec¢ao
por Leptospira (YENER e KELES, 2001).

Além da forma subclinica ou crbénica, a leptospirose animal pode se
apresentar na forma aguda. Os principais sintomas sao febre, ictericia, anorexia,
apatia, perda do apetite, perda de peso, insuficiéncia renal e hepatica (ADLER e DE
LA PENA MOCTEZUMA, 2010). As lesdes em 6rgdo sdo observadas nos rins,
figado e pulmé&o. Ao chegar aos rins, a Leptospira se multiplica, causando lesdes
tubulointersticiais. No figado, a bactéria causa necrose dos hepatocitos, com
colestase intra-hepatica, resultando em diminuicdo da bilirrubina no figado. Ja as
lesdes pulmonares ocorrem devido ao superestimulo de células inflamatérias
(WOHL, 1996; MINEIRO et al., 2011) .

1.5.3 A leptospirose em bovinos

A leptospirose € a causa de grandes perdas econémicas, principalmente por
seu impacto na reproducdo dos animais (VIJAYACHARI et al., 2008; AYRAL et al.,
2014). O sorovar Hardjo (L. borgpetersenii sorovar Hardjo subtipo Hardjobovis e L.
interrogans sorovar Hardjo subtipo Hardjoprajitno) estd mais adaptado aos bovinos,
e pode apresentar uma infeccdo subclinica e persistente (VILLANUEVA et al.,2016).

Ela acarreta repeticdo de cio, abortos, nascimento de bezerros fracos,
diminuicdo da producgéo de leite, mastite, além de queda na producado de leite e no
ganho de peso (LILENBAUM et al.,, 2008; AZIZI et al.,, 2012). Os sintomas
reprodutivos, geralmente, estdo mais relacionados a infec¢des crénicas em fémeas
bovinas(ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010 ). Além disso, animais

submetidos a criagbes intensivas, principalmente os com maior afinidade com
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aguadas/lagoas, tendem a ser mais susceptiveis a infeccdo e reinfeccdo por
Leptosopira (VILLANUEVA et al.,2016).

1.6 DIAGNOSTICO

A confirmacéo de casos suspeitos de leptospirose bovina é dificil e complexa.
As manifestacfes clinicas ndo sao patognomonicas e 0s obstaculos existentes no
acesso a testes rapidos, sensiveis e de facil execucao € outro entrave na luta contra
a doenca, tendo a epidemiologia como grande auxiliar presuntivo na identificagao de
rebanhos contaminados (FAINE et al., 1999; GUIMARAES et al., 1982).

Algumas informacdes, associadas aos sinais clinicos, podem orientar no
diagnéstico. A baixa eficiéncia reprodutiva dos plantéis, elevada infestacdo de
roedores, estacfes de alto indice pluviométrico e altos niveis de casos suspeitos
associados a ictericia, problemas reprodutivos e outros sintomas, podem orientar um
diagnéstico definitivo de leptospirose animal (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001,
BHARTI et al., 2003).

Nesse contexto, os exames laboratoriais sdo importantes para elucidar casos
suspeitos de leptospirose. A investigacdo diagnostica pode ser realizada de forma
direta, com a identificacdo e isolamento da bactéria, ou de forma indireta, utilizando
testes soroldgicos (CUBERLAND et al., 1999; VINETZ et al., 2001).

Entre as técnicas diagndésticas que se baseiam na identificacdo de anticorpos,
o teste de aglutinacdo microscopica (MAT) € o teste de referéncia do Ministério da
Saude (WHO, 2003; ESFANDIARI et al., 2015). A técnica ocorre de forma que as
amostras de soro do animal suspeito sdo diluidas em solucédo tamp&o na proporcéo
de 1:50 e adicionado o antigenos em partes iguais. A solucéo é incubada e a reacéo
deve ser observada em microscopia de campo escuro. Identificando a aglutinacéo
de mais de 50% da cepa utilizada, o exame € considerado reagente (Figura 2 )
(WHO, 2003; AHMAD et al., 2005b). A aglutinacdo ocorre entre as bactérias e os
anticorpos IgM e 1gG dos soros dos animais testados (LEVETT, 1998). As reacdes
cruzadas ou coaglutinacbes sdo comuns. Um mesmo soro pode reagir para mais de
um sorovar, podendo eles pertencerem ou ndo a0 mesmo sorogrupo. Quando isso
ocorre, se considera o sorovar infectante aquele que resultou em maior titulo
(WILLIANMS e BERNARD, 1995; VASCONCELOQOS, 2004 ).
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Figura 2: Exemplo de reacdo de teste de aglutinagdo utilizando a cepa M20 (serovar
Copenhageni) com soro de coelho. Negative Control = soro negativo e 1:160 = reacgao
positiva em diluicdo 1:160. Fonte: WHO, 2003.

O Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) € um outro teste sorologico
utilizado para deteccdo de anticorpos contra Leptospira. Ele € um teste menos
trabalhoso e mais rapido que o MAT, identificando IgM e IgG utilizando apenas
fracbes de bactérias (YAN et al., 1999). Porém, a quantidade de anticorpos
circulantes deve ser alto para que ocorra a deteccao, situagao que pode levar de oito
a dez dias po6s-infeccado para se concretizar. Outra desvantagem do exame € que
nao se consegue realizar a distingdo dos sorovares (SMYTHE et al., 2002).

Os métodos diretos de diagnostico sdo os mais seguros. Eles tém por objetivo
identificar a bactéria ou o seu DNA em tecidos e fluidos corporais de animais
infectados (BOLIN, 2003).

O isolamento bacteriano utilizando a cultura permite um diagnostico definitivo,
com possibilidade de identificacdo do sorogrupo e sorovar. A desvantagem dessa
técnica é o tempo e o custo. Um resultado pode levar até dois meses para ser
divulgado, e o meio de cultura, manutencdo das bactérias e pessoal especializado
sdo muito dispendiosos para realizacdo do teste (MCBRIDE et al.,, 2005,
ATHANAZIO et al., 2005). O primeiro isolamento de Leptospira em bovinos no Brasil
foi realizado por FREITAS et al. (1957), identificado como L. interrogans sorovar
Pomona. Em 1961, a L. Icterohaemorragiae foi isolada de bovinos por Santa Rosa e
seus colaboradores. Em 2008 foram utilizadas 698 amostras de urina de bovinos
abatidos em um estudo que conseguiu identificar o sorovar Copenhageni e 0 sorovar
Canicola. Recentemente, em 2014, foi publicado por Martins e colaboradores o

primeiro isolamento de L. noguchii (Panama e Autumnalis) em bovinos.
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A bactéria pode ser visualizada de forma direta, através de laminas
preparadas com sangue, urina ou outros fluidos corporais. Essa lamina é colocada
em microscopio de campo escuro para realizacdo da leitura e observacdo da
Leptospira. E uma forma rapida e especifica, porém, além de ter baixa sensibilidade,
essa técnica ndo €& muito utilizada devido a sua interpretacdo subjetiva e
confundimento proporcionado por artefatos como redes de células e fribina (AHMAD
et al., 2005a; BOLIN, 1996).

A técnica de Polymerase chain reaction (PCR) ja € bem difundida e visa
identificar micro-organismos em amostras clinicas através da presenca do DNA. E
considerada uma técnica sensivel, especifica e rapida, podendo detectar o DNA de
inimeros patdgenos, inclusive leptospiras patogénicas. Algumas desvantagens da
técnica é a possibilidade de resultados falso-positivos, devido a contaminagédo das
amostras durante o processamento, ter conhecimento prévio da sequéncia a ser
amplificada e uma possivel amplificacdo de erro (SMYTHE et al., 2002; AHMED et

al., 2009).

1.7 CONTROLE

O controle da leptospirose € baseado na imunizacdo do rebanho,
modificacdes no manejo com eliminacdo das fontes de infeccdo, tratamento dos
portadores renais por meio dos antibidticos de eleicdo e erradicacdo dos animais
transmissores, como os ratos. Os suinos devem ser separados de bovinos, ovinos e
caprinos, pois esses animais apresentam leptospiraria por longo periodo (FAINE et
al., 1999).

O tratamento com antibiético pode ser realizado em animais com a
leptospirose aguda ou em animais que estdo como portador cronico. No primeiro
caso se indica a aplicacdo de estreptomicina (12,5mg/Kg). O namero de doses
diarias e o uso de terapias de suporte devem ser avaliados pelo médico veterinario,
levando em conta a gravidade do caso (FAINE et al., 1999).

A vacinacao é um dos métodos mais praticos e de maior utilizacdo no controle
da leptospirose (MUGHINI-GRAS et al., 2014). A eficacia da vacina ainda é pouco
discutida, visto que ela é produzida com algumas cepas, assim, a mesma vacina que
protege satisfatoriamente em um determinado local pode n&o funcionar bem em

outros. Por esses e outros motivos, o conhecimento da cepa de ocorréncia em



27

determinada regido € importantissimo para a escolha da estratégia de controle a ser
utiizada (VAN DE WEYER et al.,, 2011). As vacinas veterinarias comerciais sdo
bacterinas, variando a composi¢cdo no numero de sorovares e no tipo de adjuvante
utiizado (FREUDENSTEIN e HEIN, 1991). Ha relatos de reacdo cruzada em
resposta as vacinas, assim, as bacterinas que contem sorogrupos Canicola e
Icterohaemorrhagiae podem proteger o animal contra formas letais da doenca
causadas por outros sorogrupos heterélogos como Australis, Autumnalis, Sejroe e
Pyrogenes (SONRIER et al., 2000; TABATA et al., 2002).

A eliminacdo dos animais reservatorios, como o rato, é realizada utilizando
aplicacdo de produtos quimicos, coleta correta do lixo e entulho, armazenamento
correto dos alimentos e instalacées a prova de roedores (BRASIL, 1995).

O controle da leptospirose esta associado a modificacdo no manejo e/ou
eliminacdo de diferentes fatores ambientais, socioecondmicos e sanitarios, que
interagem na ocorréncia de um caso da doencga no animal ou no rebanho, portanto
as medidas de prevencado e/ou controle deverdo ser direcionadas, além do controle
de reservatorios, também para a melhoria das condicbes de protecdo dos
trabalhadores em risco ocupacional, das condigbes higiénico-sanitarias da
populacdo e de medidas corretivas no ambiente e no manejo dos animais (BRASIL,
1995).
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2 JUSTIFICATIVA

A bovinocultura é uma das principais atividades que compdem o0 agronegoécio
brasileiro. O segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca de 212,3 milhdes
de cabecas, estd no Brasil, que também se tornou o quinto maior exportador de
carne para mais de 180 paises (BRASIL, 2015). Seguindo o ritmo da pecuaria
brasileira, a Bahia também tem a criacdo de gado como importante ramo da
agropecuaria do estado. Apenas no ultimo trimestre de 2015 foram abatidas mais de
314 mil cabecas de gado no estado da Bahia, sendo o 10° estado maior produtor do
pais (IBGE, 2015).

Mesmo sendo um dos maiores rebanhos bovinos do Brasil, a produtividade
baiana ainda é baixa. Alguns fatores podem influenciar a pouca rentabilidade das
criacbes, e uma delas pode ser a falha no controle sanitario do rebanho. Manter a
eficiéncia da producdo requer muito cuidado e dedicagao, principalmente com as
condi¢cBes sanitarias dos animais. Dentre as diversas doencas que podem causar
alta queda na produtividade, esta a leptospirose.

A leptospirose € uma doencga bacteriana importante, que causa desordens,
principalmente, reprodutivas em bovinos, tendo um grande impacto na producdo da
criacdo, seja ela de leite ou de corte. Muitas vezes essa doenca é negligenciada
pelos produtores, trazendo prejuizos e risco a saude da populacdo. O conhecimento
sobre o tipo de cepa circulante em uma determinada regido é importante para o
controle e prevencao da doenca (MARTINS et al., 2014).

Poucos trabalhos avaliando a ocorréncia da leptospirose em bovinos foram
realizados no estado da Bahia, principalmente no extremo sul do estado. Oliveira et
al. (2009) encontraram 45% de soroprevaléncia em fémeas bovinas no estado da
Bahia. Resultados semelhantes aos encontrados por SILVA et al. (2012) no estado
do Maranhdo e CASTRO et al. (2008) no estado de Sdo Paulo, que tiveram 36% e
49% de animais reagentes ao MAT, respectivamente.

Assim, o presente projeto objetivou investigar a frequéncia de evidéncia
sorolégica de exposicdo a Leptospira em animais abatidos na regido do extremo sul
da Bahia, identificar o principal sorovar circulante e quais os principais fatores de
risco presentes na regiao que possam propiciar o desencadeamento da infec¢ao por

Leptospira.
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Os dados adquiridos nesta pesquisa podem embasar campanhas de
conscientizacédo, visando mudancas no manejo da criagdo desses animais para

prevencao da ocorréncia da doenca, em animais e em humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a situacao epidemiolédgica da leptospirose em bovinos abatidos com

evidéncia sorologica de exposicao a Leptospira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Analisar a sororeatividade contra Leptospira de bovinos abatidos em
estabelecimento com servico de inspecao federal, no estado da Bahia, utilizando o
teste microaglutinacdo (MAT).

2-  Avaliar qual o sorovar predominante na populacdo animal pesquisada.

3- Avaliar os rins dos animais abatidos em estabelecimento com servi¢o de
inspecéo federal, no estado da Bahia quanto a presenca de lesées macroscopicas e
a sua associacdo com as reacgdes positivas ao MAT.

4- Avaliar possiveis fatores de risco que poderdo propiciar 0

desencadeamento da infeccéo por Leptospira.
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4 — METODOLOGIA

4.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado em um abatedouro frigorifico com servi¢co de inspecéo
federal (S.I.F.), localizado na cidade de Teixeira de Freitas, extremo sul do estado da
Bahia. As amostras foram coletadas uma vez a cada 15 dias, no periodo de
setembro de 2013 a marco de 2014. O namero de amostras coletadas por dia
dependia do lote selecionado, pois uma vez introduzido no estudo, todos os animais
pertencentes ao lote tinham o sangue coletado. Em média, eram coletadas 50
amostras por dia de coleta. Os animais utilizados no estudo eram oriundos de

cidades localizadas no extremo sul da Bahia, no entorno do abatedouro.

4.2 — ANIMAIS

Os animais enviados para abate foram transportados da fazenda até o
abatedouro em caminhdes especificos para o transporte de cargas vivas. A chegada
desses animais deve ocorrer na tarde do dia anterior a realizacdo do abate. Isso se
faz necessario devido a exigéncia de jejum sélido e hidrico, imprescindiveis para um
abate higiénico e seguro (BRASIL, 1952).

Os animais foram direcionados ao curral de chegada e curral de espera.
Nesses locais existem plataformas onde o Médico Veterinario realiza a inspecdo
ante mortem, visando identificar qualquer alteracdo que possa impedir o abate desse
animal, sendo as doencas infectocontagiosas as ocorréncias mais comuns. NoOsS
currais de chegada e espera, os animais foram divididos em lotes correspondentes a
fazenda de origem, e cada lote foi abatido integralmente por ordem de chegada ao
abatedouro. Assim, 0s animais que participaram deste estudo eram aparentemente
sadios, que passaram pela inspecao veterinaria ante-mortem.

A vacinacdo contra leptospirose praticada na fazenda originaria do lote foi
considerada fator de exclusdo para o estudo, apenas sendo coletado sangue de
animais oriundos de fazendas onde n&o era realizada a vacinacdo contra
leptospirose. Tal procedimento foi realizado visando impedir a ocorréncia de reagfes
falso-positivas ao MAT de animais vacinados, ja que as vacinas anti-Leptospira

disponiveis no mercado sdo bacterinas inativadas, que estimulam o sistema
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imunologico a produzir anticorpos contra o LPS de Leptospira, situacdo que causa
interferéncia no MAT até seis meses apds a vacinacao (NARDI JR et al., 2006).

Esse foi 0 Unico fator de excluséao utilizado no estudo.

4.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO E PROCESSAMENTO DAS
AMOSTRAS

Apés a insensibilizacdo no boxe de atordoamento utilizando uma pistola
pneumatica, o animal foi icado e foi realizada a sangria. A veia jugular foi perfurada
para retirada da maior parte do sangue do animal, momento em que foi coletado um
volume de 7 mL de sangue total em tubos de coleta descartaveis e estéreis. Apos
dessoramento, as amostras sorologicas foram transferidas para um tubo Eppendorf
de 1,5 mL, identificado e mantido congelado a -20°C até a realizacdo dos exames.
Devido a alta velocidade do sangue durante a sangria, aproximadamente 40% das
amostras hemolizaram e foram descartadas.

Em outro setor da sala de matanca, foram separados e observados os rins de
todos os animais selecionados. Foi realizada inspecao externa visando identificar
lesbes macroscopicas. Os rins sem lesdo seguiram na linha de processamento do
abatedouro para comercializagéao e os rins com lesao identificada foram condenados

e destinados a graxaria do abatedouro.

4.4 TESTE DE AGLUTINACAO MICROSCOPICA (MAT)

O teste de Aglutinacdo Microscoépica utilizando antigenos vivos (Faine et al.,
1999) é a prova de referéncia recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) para o diagnostico da leptospirose. Os antigenos utilizados no MAT foram
culturas de leptospiras vivas e cultivadas em meio EMJH suplementados com soro
de coelho. Foram utilizados 22 sorovares de Leptospira, sendo eles: Autumnalis,
Bratislava, Djasiman, Ballum, Canicola, Celledoni, Coxi, Cynoptery, Copennhageni
(cepas M20 e L1 130), Grippotyphosa, Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae,
Lousiana, Panama, Pomona, Patoc, Shermani, Canalzonae, Tarassovi e Wolffi
(Tabela 2), totalizando 19 sorogrupos. As cepas foram descongeladas e cultivadas
em estufa biolégica a 28 °C por cinco a oito dias, e depois foram utilizadas nos
testes de MAT.
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As amostras de soro foram descongeladas, homogeneizadas e diluidas em
solugéo tampé&o na proporgédo de 1:50. Posteriormente, a solugdo tampéao+soro foi
colocada em contato com o antigeno, em partes iguais, findando em uma diluicdo de
1:100. A solucdo tampao+soro+antigeno foi distribuida em microplacas de
poliestireno de fundo chato com 96 pocos, sendo que cada placa correspondeu a um
sorovar de Leptospira (antigeno). As microplacas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 28°C por 2 horas, e foi realizada a leitura em microscopio de campo
escuro. Foram consideradas reagentes as amostras que resultaram em 50% ou mais
de aglutinagcdo com o antigeno. Em amostras que apresentaram aglutinagdo para

mais de um sorovar, foi considerado como sorovar reagente aquele com o titulo

maior.
Tabela 2. Lista dos antigenos utilizados no MAT
Espécie Sorogrupo Sorovar Cepas
L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
L. borgpetersenii Ballum Ballum Mus 127
L. interrogans Canicola Canicola H. Ultrecht IV
L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Duyster
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni L1130
L. weilii Javanica Coxi Cox
L. noguchii Louisiana Louisiana LSU 1945
L. noguchii Panama Panama CZ 214K
L. interrogans Pomona Pomona Pomona
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
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L. interrogans Sejroe Wolffi 3705

L. santarosai Shermani Shermani 1342 K

L. santarosai Grippotyphosa Canalzonae CZ 188
L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelicin

4.5 INSPECAO DOS RINS

O exame de inspecédo post mortem consiste ho exame macroscopico de todos
0s oOrgdos e tecidos do animal abatido, e foi executado por funcionarios treinados
chamados de auxiliares de linha, supervisionados pelo Médico Veterinario inspetor
federal. O exame dos rins foi realizado na linha G. Os rins foram separados,
identificados e examinados externamente. As anormalidades encontradas foram
registradas em relatorio diério, e, posteriormente, foram relacionados os resultados
dessa observacdo com os resultados do MAT do animal testado. Foi considerada
anormalidade todo e qualquer alteracdo que justifigue a condenacdo do rim, o
tornando nao indicado para consumo. As principais causas de condenacéo de rim
em abatedouro sdo infarto renal (area esbranquicada com bordas irregulares),
cistos/quistos (bolsas contendo liquido), congestédo (coloracdo mais escura), calculo
renal, nefrite (pontos brancos difusos), esteatose(regido mole e amarelada), edema,
uronefrose (pontos brancos difusos associado a acumulo de liquido), isquemia
(regido ampla de coloracao mais clara) (Barbosa et al., 20062). A auséncia de exame

histopatolégico foi uma das limitacdes do estudo.

4.6 LEVANTAMENTO DE DADOS SOBRE FATORES DE RISCO PARA
LEPTOSPIROSE

As fazendas detentoras dos animais foram investigadas quanto a existéncia
de fatores de risco para a ocorréncia de leptospirose através de preenchimento de ,
questionario epidemiologico(Anexo 1)(OLIVEIRA, 2008). Esse questionario foi
preenchido de duas formas diferentes: i) diretamente pelo proprietario ou
responsavel pela fazenda, apds explanacao do projeto, ii) pelo entrevistador durante
contato pessoal ou telefénico com o proprietario ou responsavel pela fazenda. O viés

de informacao é um fator limitante desta forma de estudo.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Epi Info 7.1, foi
calculada a medida de associagdo Odds Ratio e o intervalo de confianca,
considerando 5% de significancia. Os dados relacionados aos fatores de risco foram
analisados utilizando analises univariadas utilizando a regressdo logistica para
avaliar a correlacdo entre a presenca desses fatores e a deteccdo de evidéncia
sorologica de exposicdo a Leptospira. As variaveis que obtiveram o valor de p < 0,1
nas analises univariadas foram incluidos na analise multivariada utilizando regresséo
logistica forward. Nesta analise foi considerado p<0.05. O estudo de corte
transversal, realizado neste trabalho, verifica a situacao epidemiolégica no momento

da coleta.
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5 RESULTADOS

Foram coletadas amostras de sangue de 400 animais abatidos em um
abatedouro frigorifico com servico de inspecédo federal. Durante 0 mesmo periodo
foram examinados os 800 rins dos animais selecionados e foram coletadas
informacdes através de questiondrio epidemioldgico em todas as fazendas com
animais incluidos no estudo.

Os animais testados foram oriundos de 10 municipios localizados no extremo
sul do estado da Bahia. Os municipios que tiveram animais incluidos no estudo
foram: Alcobaca, Caravelas, Ibirapud, Itamaraju, Itanhém, Lajeddo, Medeiros Neto,

Mucuri, Teixeira de Freitas e Canavieiras (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo do numero de animais testados de acordo com o

municipio e a fazenda a que pertenciam

Municipio ID Fazenda N° animais testados
Alcobaca 1 32
2 10
3 9
Caravelas
4 9
_ 5 14
Ibirapua
6 20
Itamaraju 7 30
Itanhém 8 56
Lajeddo 9 45
_ 10 52
Medeiros Neto
11 34
12 20
13 12
Mucuri 14 15
15 13
Teixeira de Freitas 16 10
B 17 10
Canavieiras
18 9
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Total 18 400

Dentre os 100% dos animais estudados eram mesticos, com maior influencia de
sangue zebu; 60% eram machos e 52,5% recebiam algum tipo de suplementacgéo
alimentar. A maior parte (59,5%) dos animais testados pertencia a fazendas de
criacdo mista, e apenas 10% dessas fazendas realizavam vacinagao contra raiva,
comprovando a baixa preocupacédo dos proprietarios com a prevencao de doencas.
Todos os animais eram vacinados contra febre aftosa, vacinagdo anual obrigatéria
em bovinos acima de 24 meses. A reproducédo ocorria em 50% das fazendas, porém

em apenas uma era realizada inseminacéao artificial.

5.1 TESTE DE SOROAGLUTINACAO MICROSCOPICA

72 dos 400 animais (18%; I.C.= 14,3-21,3) obtiveram titulo = 1:100 para, pelo
menos um dos sorogrupo testados, sendo considerados positivos. As reacdes
positivas foram para o0s seguintes sorogrupos: Sejroe (sorovares Hardjoprajitno e
Wolffi), Shermani (sorovar Shermani), Semaranga (sorovar Patoc), Hebdomadis
(sorovar Hebdomadis), Autumnalis (sorovar Autumnalis), Celledoni (sorovar
Celledoni) e Panama (sorovar Panama). Em 55 das 72 amostras positivas,
ocorreram apenas reac¢des Unicas, quando O soro reagiu apenas para um
determinado sorogrupo. Os outros 17 soros reagiram positivamente a dois ou mais
sorogrupos e foi considerado o sorogrupo de maior titulagdo. O sorogrupo
predominante nos animais estudados foi 0 Sejroe, ocorrendo em 67% das fazendas
estudadas (Tabela 4).
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Tabela 4. Numero e frequéncia (%) de amostras reagentes, segundo 0s

sorovares mais provaveis, analisados por meio do teste de sorogalutinacao

N° de amostras Identificacdo das
Sorogrupo Sorovar

reagentes (%) fazendas

_ Hardjo 2,3,4,6,7,8,9, 11,
Sejroe 51 (71%)
13,14,17,18

Shermani Shermani 9 (12%) 5,10
Autumnalis Autumnalis 5 (7%) 4,6, 10, 12
Semaranga Patoc 5 (7%) 1,7
Panama Panama 2 (3%) 1
Total 72 (100%) 18

5.2 ANALISE MACROSCOPICA DOS RINS

Durante o abate dos bovinos os rins foram examinados imediatamente depois
de retirados da carcaca assegurando a correta identificacdo entre o 6rgdo e a
carcaga correspondente. Dos 800 rins analisados, 52 foram condenados (6,5%;
0.R.= 0,8-3,0). Destes, 12 (23%) foram oriundos de animais com reacao positiva ao
MAT, porém, ndo houve associacdo entre a condenacdo dos rins e presenca de
anticorpos anti-Leptospira (p=0,2). A mesma avaliacdo foi realizada em animais com
titulac&o igual ou superior a 1:800, porém nao houve associa¢do entre a condenacéo
e presenca de anticorpos anti-Leptospira (p=0,1). As lesbes mais frequentes nos rins

foram cisto urinario, nefrite, isquemia e uronefrose (Tabela 5).

Tabela 5. Relacdo entre soros reagentes e nao-reagentes ao MAT e tipo de

lesédo macroscopica identificada nos rins condenados (52 rins)

LesbBes macroscopicas N° de soros N° de soros néo-
encontradas reagentes (%) reagentes (%)
Cisto Urinério 5 (9%) 16 (31%)

Nefrite 3 (6%) 6 (12%)
Isquemia 2 (4%) 11(21%)

Uronefrose 2 (4%) 7(13%)
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Total 12(23%) 40 (77%)

Figura 3: Rim descartado por apresentar areas claras Figura 4: Rim descartado por apresentar bolsas de
consideradas como isquemia. coloragdo mais clara contendo urina, consideradas
Como cistos.

5.3 AVALIACAO DA PRESENCA DE VARIAVEIS CONSIDERADAS COMO
POSSIVEIS FATORES DE RISCO PARA LEPTOSPIROSE

Todas as fazendas que tiveram amostras de soro de seus animais coletadas,
foram analisadas quanto a presenca de possiveis fatores de risco para a ocorréncia
da leptospirose. Todas as fazendas declararam que realizam vacinagao obrigatoria
contra febre aftosa e possuem equideos e animais de vida livre presentes nas
fazendas. Nas fazendas que realizam ordenha, em 100% delas a ordenha era
manual.

Apés a compilacdo dos dados, verificamos que muitas das perguntas do
questionario ndo foram respondidas, impossibilitando a utlizacdo de algumas
variaveis pesquisadas. Do total de 16 variaveis levantadas, 13 obtiveram numero de
respostas satisfatorias e foram analisadas quanto a existéncia de associacao entre a
sua presencga e a ocorréncia de reacdes sorolégicas para Leptospira utilizando o
MAT. Foram avaliadas: presenca de fémeas na propriedade, tipo de compra de

animais realizado na fazenda, presenca de aborto no ultimo ano na fazenda, tipo de
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exploracdo existente na fazenda, tipo de manejo/criagdo com utilizacdo ou nédo de

suplementacao alimentar, utilizacdo de outro tipo de abate que n&o o inspecionado,

aluguel de pastos extras em outras propriedades, presenca de criacdo de suino na

propriedade, presenca de roedores em areas de manejo e estoque, existéncia de

areas alagadicas/baixadas na propriedade, existéncia de assisténcia veterinaria

regular, tipo de producdo predominante na propriedade e modalidade de compra

utilizada na propriedade (Tabela 6).

Tabela 6. Associacao entre variaveis epidemioldgicas e ocorréncia de animais

reagentes ao MAT.

Variaveis (n avaliado*) MAT Positivo MAT Negativa Odds Ratio p
(%) (%) (1.C)

Sexo Feminino (122) 42 (34%) 80 (66%) 4,3 (2,5-7,4) <0,01
Compra em Fazenda (280) 64 (23%) 216 (77%) 4,1(1,9-8,9) <0,01
Presenca de Aborto (115) 39 (34%) 76 (66%) 3,9(2,3-6,7) <0,01
Exploracao Mista (238) 57 (24%) 181 (76%) 3,0(4,7-5,6) <0,01
Criacéo Extensiva (93) 28 (30%) 65 (70%) 2,6 (1,5-45) <0,01
Abate Clandestino (205) 50 (24%) 155 (76%) 2,5(1,5-4,3) <0,01
Aluguel de pasto (192) 45 (23%) 147 (77%) 2,1(1,2-3,4) <0,01
Presenca de Suinos (130) 30 (23%) 100 (77%) 1,6 (0,9-2,8) 0,07
Presenca de Roedores (341) 62 (18%) 279 (82%) 1,0 (0,5-2,2) 0,8
Area Alagadica (285) 48 (17%) 237 (83%) 0,8(0,4-1,3) 0,3
Ass. Veterinaria (185) 22 (12%) 163 (88%) 0,4 (0,3-0,8) <0,01
Exploracao Corte (162) 15 (9%) 147 (91%) 0,3 (0,2-0,6) <0,01
Compra em Leil&o (120) 8 (7%) 112 (93%) 0,2 (0,1-0,5) <0,01

* O nUmero de animais avaliados em cada variavel foi diferente devido a auséncia de

respostas no questionario para algumas variaveis.

Os resultados acima sugerem que a presenca de determinadas situacoes,

estavam associadas ao risco do animal adquirir ou ter contato com a bactéria. Neste
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trabalho evidenciamos algumas situagbes que demonstraram associacdo com a
ocorréncia de aglutininas anti-Leptospira. A presenca de fémeas nas fazendas foi o
fator que demonstrou maior associacdo com as reacfes de MAT positivas, seguido
de compra de animais em outras fazendas, ocorréncia de abortos no altimo ano,
exploragdo mista, criagdo extensiva, utilizagdo de abate clandestino e aluguel de
pasto. Os trés fatores a seguir, presenca de suinos, presenca de roedores e
presenca de areas alagadas na fazenda ndo foram associados a ocorréncia de
animais positivos ao MAT, sugerindo que a sua existéncia nao influenciou no contato
dos animais com a bactéria. JA a presenca de assisténcia veterinaria regular se
mostrou um fator de protecdo aos animais, dificultando a transmissao da Leptospira.
O mesmo ocorreu com as fazendas que eram exclusivamente de corte e os plantéis
formados a partir de compras em leildes, fatores que foram considerados como de
associagao protetora.

Além da analise univariada, foi realizada uma andlise multivariada que
identificou que dentre os fatores destacados na andlise univariada, somente 3
permaneceram apresentando associacdo estatisticamente significativa com a

ocorréncia de animais reagentes ao MAT (Tabela 7).

Tabela 7. Associacao entre variaveis epidemiologicas e ocorréncia de animais

reagentes ao MAT na analise multivariada

Intervalo de Valor

Variaveis (n avaliado) “Odds Ratio” _

confianca dep
Sexo Feminino (122) 4,24 2,0-6,8 <0,01
Criacéo Extensiva (93) 2,92 1.4-47 0,04
Presenca de Aborto (115) 2,25 1,1-37 0,02

Os resultados acima sugerem que dentre os fatores analisados, ter animais
fémeas no plantel, ter acontecido aborto na fazenda e manter uma criagéo extensiva
se confirmaram como fatores associados ao risco do animal adquirir ou ter contato

com a Leptospira.
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6 DISCUSSAO

A investigacdo de aglutininas anti-Leptospira em animais de abatedouro nos
permite um registro da ocorréncia de exposicdo a esta infeccdo nas propriedades
rurais onde os animais vivem, identificar a distribuicdo dos animais soropositivos,
qual sorovar predominante nas diversas localidades da regido estudada, e a
magnitude da associacdo entre a evidéncia sorologica de exposicdo e
manifestacdes clinicas e perdas reprodutivas potencialmente associadas.

A frequéncia de deteccdo de anticorpos anti-Leptospira encontrada foi de
18%. Esse resultado é semelhante ao encontrado por ROLLIM et al. (2013), que
obtiveram prevaléncia de 13% em bovinos machos inteiros abatidos no estado de
Pernambuco. Os animais utilizados na pesquisa de 2013 também ndo eram
vacinados contra leptospirose e ndo apresentaram anormalidades fisicas no exame
ante mortem, semelhante ao nosso estudo.

Quando comparamos o trabalho atual a trabalhos anteriores realizados no
estado da Bahia, constatamos divergéncias. A prevaléncia de 18% foi menor que a
encontrada por VIEGAS et al. (2001), que obtiveram indice de 89% de prevaléncia.
Essa alta porcentagem encontrada por VIEGAS et al. (2001) ocorreu devido ao fato
de que os soros analisados eram oriundos de animais com suspeita clinica de
leptospirose, tendo assim maior probabilidade de serem positivos a MAT que 0s
analisados neste trabalho, clinicamente sadios. OLIVEIRA et al. (2009) avaliaram
fémeas bovinas sadias, com idade acima de 24 meses, pertencentes as fazendas
localizadas em todas as regides no Estado. A prevaléncia encontrada para toda a
regido sul da Bahia foi de 43%, diferente do encontrado no presente trabalho (18%).
Essa diferenca evidenciada pode estar relacionada ao tamanho da amostra, as
regides pesquisadas e aos animais estudados, visto que animais que seguem para o
abatedouro séo aparentemente mais sadios, que 0s que permanecem nas fazendas.

A diferenca na prevaléncia da sororreatividade também foi encontrada quando
comparamos 0S nossos resultados com pesquisas realizadas em outros estados do
Brasil. MINEIRO et al. (2011) analisando vacas sadias abatidas no estado do Piaui
encontraram 38% de soropositividade para leptospirose, numero préximo ao
encontrado por HERRMANN et al. (2012) que identificaram 39% de soropositividade
em bovinos sadios localizados no estado do Rio Grande do Sul. Ja MARQUES et al.

(2010) encontraram 62% de amostras positivas para MAT em 4.571 amostras
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testadas. Os trabalhos apresentaram uma diferenca na composi¢cdo do quadro de
cepas utilizados na MAT. MINEIRO et al. (2011) utilizaram 11 sorovares em sua
pesquisa, jA HERRMANN et al. (2012) utilizaram 17 sorovares em sua bateria de
teste, MARQUES et al. (2010) utilizaram 16 sorovares em seus exames sorolégicos
OLIVEIRA et al. (2009) 23 sorovares, VIEGAS et al. (2001) 18 sorovares e ROLLIM
et al. (2013) 27 sorovares em sua bateria. Em todos os trabalhos citados acima
existiam algumas cepas que ndo estavam presentes em nossa bateria, porém
guando existiram animais positivos para essas cepas, 0 humero nao foi expressivo,
comprovando que as principais cepas estavam presentes em todas as baterias de
todos os estudos. Além disso, todos os artigos citados acima utilizaram a diluicdo
1/100 como ponto de corte, reforcando a compatibilidade entre as metodologias
utilizadas nos diversos estudos.

A variedade de espécies animais susceptiveis a um ou mais sorovares da
leptospirose, com graus diferentes de adaptacdo, associada aos diferentes fatores
ambientais predisponentes propicia uma epidemiologia complexa e dinamica para a
doenca. Dessa forma, os estudos relacionados a leptospirose devem ser realizados
obedecendo as diferencas regionais quanto a esses fatores (Ellis, 1994; Homem et
al., 2001). Observando os fatores relacionados, consideramos que a diferenca entre
os resultados citados é aceitavel, visto que os trabalhos foram realizados em
estados, populacdes e ambientes diferentes, fatores que influenciam na ocorréncia
da leptospirose.

Em relacdo as fazendas pesquisadas, as 18 fazendas estdo localizadas no
sul e extremo sul da Bahia. Podemos verificar que 89% das fazendas incluidas no
estudo possuiam animais sorologicamente positivos em seu plantel. Esse resultado
ja era esperado, visto que diversos trabalhos no Brasil (RENDE e AVILA, 2003;
CASTRO et al., 2008; SILVA et al.,, 2012) e em outros paises (SAKHAEE et al.,
2007; SUEPAUL et al., 2011) relatam a presenca disseminada da leptospirose nos
rebanhos pesquisados. Comparando com outros trabalhos, OLIVEIRA et al. (2009)
encontraram animais positivos no MAT em 78% das fazendas baianas pesquisadas.
PIMENTA et al. (2014) encontraram vacas sadias reagentes a leptospirose em 90%
das propriedades do Piaui, niumero bem préximo ao encontrado no presente
trabalho. Acreditamos que esses resultados nos sugerem que a Leptospira esta
disseminada no ambiente, ocorrendo em diversas localidades, proporcionando

possiveis infec¢des e prejuizos ao produtor.
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O sorovar Hardjo foi o mais o mais predominante nos testes de
soroaglutinacdo, ocorrendo em 71% das amostras testadas. Tal resultado é
compativel com outros trabalhos como, por exemplo, MAGAJEVSKI et al. (2007) que
encontraram 45% das fémeas gestantes e sadias, abatidas no estado de Séao Paulo,
reagentes ao sorovar Hardjo. O mesmo ocorreu com PELLEGRIN et al. (1999),
PIMENTA et al. (2014) e MINEIRO et al. (2007) que encontraram 60%, 55% e 40%
das suas amostras reagentes ao sorovar Hardjo respectivamente. Esses resultados
agregam forca ao entendimento de que o sorovar Hardjo esta amplamente difundido
e é o principal sorovar responsavel pela ocorréncia de leptospirose em bovinos
através de transmissao direta bovino-bovino, causando grandes perdas econdmicas
para atividade pecuaria (LILENBAUM, 2006).

O sorovar Shermani foi o0 segundo sorovar mais frequente, ocorrendo em 13%
das amostras testadas. Esse sorovar, que utiliza roedores silvestres como
reservatérios, tem sido frequentemente detectado em diversas pesquisas
sorologicas em bovinos (HOMEM et al., 2001; AGUIAR et al., 2006; CASTRO et al.,
2008), porém ainda nao foi incluido na composicdo da maioria das vacinas contra
leptospirose. Tal dado € importante, visto que a vacinacdo é uma das estratégias de
controle da doenga, e pode néo ter efeito em rebanhos residentes em ambientes
contaminados por L. santarosai sorovar Shermani (AGUIAR et al.,, 2006;
BALAKRISHNAN E PARIMAL, 2014).

Mesmo com a presenca macica do sorovar Hardjo em estudos de
sororreatividade em bovinos e sua ja confirmada relacdo de predilecdo por essa
espécie, podem ocorrer as infecgbes acidentais, causadas por sorovares nao tao
adaptados aos bovinos e transmitidas a eles por animais silvestres ou de outros
animais domésticos. Neste estudo foram identificadas reacdo a outros sorovares,
sendo eles Autumnalis, Patoc e Panama. Esse achado, somado a informacgbes de
presenca de animais silvestres em convivio com 0s bovinos, refor¢ca a suspeita do
envolvimento deles na transmissdo das sorovariedades acidentais. A identificagao
da existéncia desses sorovares € importante para a Saude Publica e deve ser
considerada na adocédo de praticas de controle e profilaxia da doenca. SILVA et al.
(2010) analisaram gambas (Didelphis albiventris) e observaram ocorréncia de 12%
de animais reagentes ao sorovar Autumnalis, podendo ser este o reservatério desse

sorovar. O sorovar citado acima foi encontrado em 7% das amostras testadas.



46

O sorogrupo Semaranga, sorovar Patoc € um sorovar saprofito e foi incluido
na bateria de teste visando identificar soros reagentes a cepas que nao estao
presentes no teste atraves de reacdo cruzada. Foram identificadas 7% das amostras
testadas como reagentes a Patoc. Esse numero foi adicionado ao total de positivos
por sugerir reacao cruzada com outros sorovares nao presentes na bateria (SILVA et
al., 2012).

A leptospirose pode causar diversos sintomas, como a insuficiéncia renal e
lesBes tubulo intersticiais. A multiplicacdo bacteriana ocorre, preferencialmente, nos
rins, local onde a bactéria consegue se manter longe das defesas do organismo.
Dentre as lesbes que corroboram com o descarte renal, a nefrite é a lesdo mais
associada a ocorréncia de leptospirose. Assim, tentamos associar a condenacéo do
rim na linha de matanca a reatividade em exame sorologico contra leptospirose.
Segundo o0 nosso estudo, ndo houve relacdo entre positividade ao MAT e
condenacéo renal (p=0,2). Dos 52 rins condenados no abatedouro, 23% pertenciam
a animais reagentes positivos ao MAT. A mesma associacao foi realizada com
animais que obtiveram titulacdo no MAT igual ou superior a 1:800, o que pode
indicar presenca de doenca aguda, mesmo nesse grupo ndo houve associacao entre
animais com titulos altos e condenacéo renal (p=0,1). Acreditamos que tal resultado
pode ser explicado pelo tipo de animal utilizado no estudo. Animais destinados ao
abate tém um tempo de vida menor, quando comparado com reprodutores e animais
leiteiros. Normalmente, lesdes renais causadas por leptospirose necessitam de
infecgbes crbnicas para ocorrerem, sendo dificil a sua visualizagdo em animais com
pouco tempo de vida.

Alguns fatores ambientais e de manejo podem contribuir para manutencéo e
transmissao de leptospiras eliminadas no meio ambiente por animais carreadores ou
infectados (FAINE et al.,, 1999). Dentre os fatores que identificamos como
potencialmente de risco aos animais criados, esta a predominancia de fémeas na
propriedade, possivelmente devido a leptospirose clinica apresenta sintomas
reprodutivos em fémeas, com eliminacdo de grande quantidade de bactéria no
ambiente (FAINE et al., 1999). Assim, a presenca de fémeas no plantel foi estudada
como fator de risco para ocorréncia de animais reagentes a leptospirose. Fazendas
com fémeas tiveram maior probabilidade de possuirem animais reagentes ao MAT
guando comparadas com fazendas exclusivamente de machos (O.R.= 4,3 ; p<0,01).

O principal sintoma da leptospirose grave em bovinos, o aborto, também foi
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considerado como fator de risco e, segundo as analises, houve relacdo da sua
ocorréncia com a ocorréncia de animais reagentes ao MAT(O.R.= 3,9 ; p<0,01) Dos
115 animais pertencentes a fazendas com historico de aborto, 39 (34%) dos animais
reagiram positivamente ao exame sorologico. Esse resultado concorda com de
MARQUES et al.(2010), que conseguiram identificar associagdo entre a ocorréncia
de aborto e casos positivos na sorologia. Acreditamos que ambos os fatores de risco
estdo associados, visto que a presenca de fémeas € indispensavel para que ocorra
partos e, consequentemente, abortos nas fazendas.

O tipo de criagéo existente na fazenda (extensivo, semi-intensivo ou intensivo)
determina por quais manejos 0s animais devem passar durante a sua vida produtiva.
O contato maior desses animais com seus tratadores facilita a identificacdo e
eliminacao das situacdes de risco presentes no ambiente. Pensando nisso, o tipo de
criacao existente na fazenda foi pesquisado como fator de risco. Segundo a nossa
pesquisa, fazendas que possuem um sistema de producdo extensivo tém mais
chances de ter animais sororeagentes ao MAT em comparagdo aos sistemas
intensivos ou semi-intensivos (O.R. = 2,6; p<0,01). Esse resultado ndo concorda
com SILVA et al. (2012), onde a criagdo extensiva ndo revelou associagdo com a
ocorréncia de animais positivos ao MAT (p=0,084). Mesmo discordando com o
trabalho citado, acreditamos que 0 nosso resultado se deva ao fato de que fazendas
de criacdo extensiva tém pouca assisténcia aos animais, que sdo criados sem muito
contato com o tratador, podendo se expor a locais contaminados com mais
frequéncia.

Outra situacdo de risco presente na analise univariada, mas que nao foi
confirmada na multivariada foi o aluguel de pasto. Tal procedimento provoca a
entrada de animais em locais com condi¢do sanitaria desconhecida, e que pode
estar contaminada com bactérias eliminadas por outros bovinos que estiveram no
local. Em nosso estudo essa situacéo foi apontada como provavel fator de risco
(O.R.= 2,1; p<0,01), semelhante a HASHIMOTO et al. (2012) que encontraram uma
chance 2,9 vezes maior de ocorréncia de bovinos reagentes a soroaglutinagdo em
fazendas que alugavam seus pastos (regido centro-sul do Parana).

Os roedores sdo considerados 0 maior reservatorio da Leptospira,
particularmente do sorovar Icterohaemorragiae, porém a presenca deste animal na
propriedade ndo se configurou como fator de risco para ocorréncia de animais

reagentes a sorologia (O.R.= 1; p=0,8). O mesmo resultado foi visto por JULIANO et
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al. (2000), nédo identificando relagcéo entre a presenca de roedores e casos positivos
na MAT. A auséncia de relagdo é aceitavel, visto que nenhum dos bovinos testados
neste trabalho foram reagentes ao sorovar Icterohaemorragiae, principal sorovar
albergado pelos roedores e transmitidos aos bovinos. Entretanto, a vigilancia quanto
a presenca desses reservatérios € de suma importancia, pois varios estudos ja
confirmaram a relevancia do papel desse animal na transmissdo da leptospirose
(KURIBARA et al., 1996).

Considerando que a principal forma de transmissao é através do contato com
a agua contaminada com urina de animais transmissores ou reservatorios (FAINE,
1999), acreditamos que a presenca de areas alagadicas poderia ser um fator de
risco para a ocorréncia de animais sororeagentes, porém em nosso estudo nao
houve associacdo positiva (p=0,3). O mesmo resultado foi encontrado por SILVA et
al. (2012). Ja PIMENTA et al. (2014) encontraram relagdo entre as areas alagadicas
e a ocorréncia de animais reagentes contra o sorovar Hardjo. A falta de relacéo
entre a presenca de areas alagadicas e a ocorréncia de animais reagentes pode
estar relacionada a época do ano em que foi realizada a coleta, verdo (periodo com
poucas chuvas na regiao).

Outro fator considerado possivelmente de risco foi a existéncia de assisténcia
veterinaria nas fazendas pesquisadas. Dos 400 animais testados, 215 pertenciam a
fazendas que ndo possuiam frequéncia de visitas de profissionais veterinarios em
suas localidades. Desses 215, 23% possuiam anticorpos contra Leptospira,
identificando a assisténcia veterinaria regular como um possivel fator protetor para
0s animais das fazendas que a possuem (0O.R.=0,4; p<0,01). Resultado semelhante
foi encontrado por LILENBAUM et al. (2003), identificando que as fazendas por eles
pesquisadas, e que nao possuiam assisténcia veterinaria, obtiveram 1,74 vezes
mais chance de ocorrer animais positivos para o MAT do que as fazendas com
visitas profissionais (p<0,01). Tal resultado s6 reforca a premissa de que a
assisténcia veterinaria € de suma importancia na prevencao e controle das diversas
doencas animais, principalmente as infecciosas.

ApoOs a analise multivariada, os fatores de risco confirmados como associados
a ocorréncia de animais reagentes ao MAT. foram a presenca de fémeas no rebanho
(O.R.= 4,2), presenca de aborto (O.R.= 2,3) e criagcdo extensiva (O.R.= 2,9). A
leptospirose clinica apresenta sintomas reprodutivos em fémeas, com eliminacdo de

grande quantidade de bactéria no ambiente (FAINE et al., 1999). Assim, a presenca
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de fémeas no plantel foi identificada como fator de risco para ocorréncia de animais
reagentes a leptospirose. Fazendas com fémeas tiveram maior probabilidade de
possuirem animais reagentes ao MAT quando comparadas com fazendas
exclusivamente de machos (O.R.= 4,2 ; p<0,01). O principal sintoma da leptospirose
grave em bovinos, o aborto, também foi considerado como fator de risco e, segundo
as andlises, houve associacdo entre sua ocorréncia e a presenca de animais
reagentes ao MAT (O.R.= 2,25 ; p=0,02). Dos 115 animais pertencentes a fazendas
com histérico de aborto, 39 (34%) dos animais reagiram positivamente ao exame
sorolégico. Esse resultado concorda com de MARQUES et al.(2010), que
conseguiram identificar associacao entre a ocorréncia de aborto e casos positivos na
sorologia. Acreditamos que ambos os fatores de risco estdo associados, visto que a
presenca de fémeas € indispensavel para que ocorra partos e, consequentemente,
abortos nas fazendas.

As peculiaridades dos diversos tipos de criacdo podem determinar a
existéncia de fatores que favorecem a ocorréncia de algumas infeccdes. O tipo de
criacao existente na fazenda (extensivo, semi-intensivo ou intensivo) determina por
guais manejos 0os animais devem passar durante a sua vida produtiva. O contato
maior desses animais com seus tratadores facilita a identificacdo e eliminacdo das
situacbes de risco presentes no ambiente. Pensando nisso, o tipo de criacao
existente na fazenda foi pesquisado como fator de risco. Segundo a nossa pesquisa,
fazendas que possuem um sistema de producédo extensivo tém mais chances de ter
animais sororeagentes ao MAT em comparagao aos sistemas intensivos ou semi-
intensivos (O.R. = 2,9; p=0,04). Esse resultado ndo concorda com SILVA et al.
(2012), onde a criacdo extensiva ndo revelou associacdo com a ocorréncia de
animais positivos ao MAT (p=0,084). Mesmo discordando com o trabalho citado,
acreditamos que o nosso resultado se deva ao fato de que fazendas de criacéo
extensiva tém geralmente pouca assisténcia aos animais, que sao criados sem
muito contato com o tratador. Adicionalmente, se avaliarmos também conjuntamente
com a associacdo a ocorréncia de abortos, os animais a pasto podem abortar sem a
observacédo dos tratadores e os outros animais facilmente podem entrar em contato
com os restos do aborto, desta forma na criagdo extensiva 0s animais podem se
expor a locais contaminados com mais frequéncia.

O estudo descrito apresenta algumas limitagdes: a falta de isolamento

bacteriano e de exame histopatologico nos rins condenados impossibilitou a
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confirmacédo da infeccdo por Leptospira nos animais estudados. O estudo de corte
transversal também possui algumas limitagcdes, como a identificacdo da situacdo
estudada apenas no momento da coleta, sem a comprovag¢do da causalidade da

ocorréncia de positividade ao MAT.
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7 CONCLUSAO

A soroprevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em animais abatidos em
abatedouro frigorifico no extremo sul da Bahia foi baixa em relacdo a outros
trabalhos realizados no estado da Bahia, porém demonstrou que os bovinos tém
facil contato com a Leptospira e a ampla disseminacdo dessa bactéria na regiao,
com a macica positividade das fazendas pesquisadas. O sorovar Hardjo foi 0 mais
encontrado nos animais de abate pesquisados, demonstrando que a contato entre
bovinos é a principal forma de transmissdo da Leptospira e a vacinacdo € uma
alternativa no combate a essa infeccdo. Outros sorovares como Shermani,
Autumnalis e Panama também tiveram animais positivo. Para complementar e
confirmar o teste sorolégico sdo necessarios novos estudos abrangendo o
isolamento para confirmar a infeccéo por Leptospira. Apesar de a leptospirose gerar
lesbes renais, ndo houve associacdo entre 0s animais positivos ao MAT e a
condenacdo renal, mesmo quando avaliamos animais com altos titulos de
anticorpos. A presenca de fémeas no rebanho, a criacdo extensiva, a ocorréncia de
aborto no dltimo ano se confirmaram como fatores de risco, ap6s andlise
multivariada. Os resultados demonstrados sugerem que Leptospira € uma bactéria
importante na regido do extremo sul da Bahia, e que novos estudos longitudinais
devem ser realizados com um numero maior e mais expressivo de animais,
utilizando testes de deteccdo direta, visando uma confirmacdo da infeccdo desses
animais e o risco que os trabalhadores estdo expostos ao lidar diretamente com

esses animais e seus fluidos corporais.
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ANEXOS

ANEXO |

Leptospirose Bovina — Questionario Epidemioldgico.

1 — Identificacao


http://www.sciencedirect.com/science/journal/18743919
http://www.sciencedirect.com/science/journal/18743919/119/supp/C

Municipio:

Regido UF:

Proprietario: Propriedade:

Coordenadas: Lat __ ° Lon____ ° '’ Altitude:

Data da visita: / / Outros:

2 — Caracteristicas da criacao

2.1 Bovinos existentes:

Machos Machos inteiros (meses) Fémeas (meses)
Castrados
Total 06 |612 [1224 [>24 |06 |612 |1224 |>24

2.2 Raca Predominante:

2.3 Tipo de exploracdo: _ Corte _ Leite __ Mista
Caso tenha vacas leiteiras qual o nimero de ordenhas diarias?

Qual o tipo de ordenha?

Producéo leiteira: N° de vacas em lactagao:
Producéo diaria em litros:
2.4 Tipo de criacéo: Confinamento Semi-confinamento Extensivo

Caso tenha algum tipo de confinamento qual a suplementacao?
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Diretamente de outra fazenda.
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2.5 Tipo de reprodugao: __ Monta natural _ I.LA. __ I.A. + Monta natural
Outro
2.6 Outras espécies na propriedade: __ Ovino/Caprino Equideos
Suinos
Aves Céo/Gato
2.7 Espécies silvestres de vida livre: Nao Sim
Qual(is)?
2.8 Casos de aborto? Nao Sim Quando? Periodo de
gestagcao?
2.9 O que fez com a placenta/feto? __ enterra/fossa/queima __ alimenta outros
animais
___Outro O
que?
2.10 Vacinacao, quais? ___ Aftosa Brucelose = Raiva ___ Leptospirose
BVD/RVB
2.11 Onde compra os animais? ___ Exposicdo __ Leildo/Feira __ Comerciante
comum

2.12 Local de abate dos animais: __ Nafazenda ___ Abatedouro sem fiscalizac&o
_____Abatedouro com fiscalizagdo __ Nao
abate.
2.13 Fonte de agua dafazenda: __ aguada natural __ represa _____ rio/riacho
____ bebedouro _____ areas alagadicas.
2.14 Compartilha pasto com outras fazendas? _ Nado _ Sim

Qual?




2.15 Aluga pasto em alguma época do ano? Nao Sim

Onde?

2.16 Tem assisténcia veterinaria? N&o Sim De que tipo?

Cooperativa Particular
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