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SANCHEZ, G.P. Soroprevaléncia, isolamento e diagndstico molecular para
leptospirose em bovinos de fazendas de cria e de centrais de receptoras
de embrido da regido de Bauru- SP. Botucatu, 2016. 125 p. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A leptospirose € uma zoonose de grande impacto mundial na sadde animal e salde
publica. Esta doenca tem como agente infeccioso as espiroquetas do género
Leptospira spp., com espécies patogénicas e ndo patogénicas. Em animais de
producdo como os bovinos o quadro clinico manifesta-se geralmente com falhas
reprodutivas, como abortos e infertilidade, ocasionando prejuizo econdmico nas
fazendas, além de representar risco a saude dos trabalhadores que lidam direta ou
indiretamente com os animais. Com o intuito de avaliar o estado sanitario da
leptospirose nos bovinos reprodutores de centrais de receptoras de embrido e
fazendas de cria da regido de Bauru, foram analisadas 400 amostras de sangue e soro
destes animais mediante 0s seguintes testes diagndésticos: cultura em meio de
Fletcher, técnica de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) e Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR). Os resultados indicaram todas as culturas negativas a visualizacéo
de formas espiroquetideas. Porém, a analise sorolégica mediante SAM, indicou
soroprevaléncia de 83% (331/400); sendo que o sorovares mais frequentes pertencem
ao sorogrupo Sejroe (Hardjoprajitno (71,6%), HardjoCTG (62,8%), Wolffi (60,1%) e
Hardjo (45,6%). A PCR de sangue, encontraram-se trés (0,7%, 3/400) animais
positivos, os quais foram negativos a SAM, indicando estarem na fase aguda da
doenca. A PCR do sémen, encontraram-se trés (8,1%, 3/37) animais positivos,
indicando a probabilidade de transmissao sexual de leptospirose nas fazendas de cria.
A alta porcentagem de animais positivos ao sorogrupo Sejroe a técnica de SAM, bem
como os altos titulos observados, demostraram concordancia com outros estudos
realizados em bovinos no Brasil e relatados na revisdo de literatura. Com este estudo
ratifica-se a grande e preocupante disseminacdo destes sorovares nos bovinos
reprodutores da regido, recomendando-se adotar medidas profilaticas como vacinagao
sistematica, tratamento de animais e melhoramento das condicdes higiénico-sanitarias
das fazendas avaliadas; para consequentemente minimizar os fatores de risco de

infecgbes aos humanos em contato com esses animais.

Palavras-chave: Leptospirose, zoonose, bovinos, diagnostico.
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SANCHEZ, G.P. Seroprevalence, isolation and molecular diagnosis for
bovine leptospirosis in meet cattle and embryo receptors bovine centers
from Bauru region — SP. Botucatu, 2016. 125 p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Leptospirosis is a worlwide zoonosis of great impact in animal and public health. The
etiological agent of this disease are spirochetes of genus Leptospira spp., classified in
pathogenic and nonpathogenic species. In farm animals, such as cattle, the clinical
presentation involves reproductive failure, like abortion and infertility, causing
economical loses in farms, furthermore represents a health risk for workers who keep
direct or indirect contact with these animals. Aiming to evaluate the sanitary state of
leptospirosis in reproductive cattle of enbryo receptors centers and meet cattle farms of
Bauru, 400 blood samples were analysed with three diagnostic tests: Cultured in
Fletcher medium, Microagglutination test (MAT) and Polymerase Chain Reaction
(PCR). Results shown all cultures negative to visualization of spirochetes forms.
However, serological analysis indicated a prevalence of 83% (331/400), with greater
frequency of serovars from serogroup Sejroe (Hardjoprajitno (71.6%), HardjoCTG
(62.8%) and Hardjo (45. 6%)). Blood PCR showed three (0.7%, 3/400) positive
animals, who were also negative to MAT, concluding they were in the acute phase of
the disease. PCR of semen showed three (8.1%, 3/37) positive animals, suggesting the
chance of leptospirosis” sexual transmission in the meet farms evaluated. High
percentage of positive animals to serogroup Sejroe in MAT, as to the high titles
observed, showed concordance to several other studies performed in cattle from Brazil
and described in the literature. In this study, we confirm the great and concerning
dissemination of these serovars in reproductive cattle from the region, recommending
the adoption of prophylactic measures, such as systemic vaccination, treatment of
animals and improvement of hygienic-sanitary conditions; to consequently minimize

risk factors for this infection to humans in contact with these animals.

Key words: Leptospirosis, zoonosis, bovines, diagnostic
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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose causada por membros do género
Leptospira spp., que inclui mais de 16 espécies geneticamente identificadas e
mais de 260 sorovares, categorizados em sorogrupos (LEVETT, 2004). Esta
zoonose tem um grande impacto na saude animal e saude publica a nivel
mundial (ACHA e SZYFRES, 2003).

O agente infeccioso desta doenca pertence a ordem Spirochaetales e a
familia Leptospiraceae. Trata-se de bactérias helicoidais, moveis pela
presenca de flagelos localizados no interior do periplasma e com extremos em
forma de ganchos. Ndo sédo coradas adequadamente pela técnica de Gram,
mas poderiam ser classificadas como gram-negativas pelas caracteristicas
morfologicas. Sdo facilmente encontradas em ambientes aquaticos, mas o
isolamento em laboratério é laborioso porque requer um tempo prologado e
nem sempre é satisfatério; portanto, utiliza-se como padrdo ouro o teste
sorologico de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) (ADLER DE LA PENA e
MOCTEZUMA, 2010).

Humanos e outros animais podem-se infectar de forma direta pelo
contato das mucosas e/ou pele com leptospiras presentes na urina e, de forma
indireta, ao beber agua e alimentos contaminados. Os reservatoérios envolvidos
na transmissao da enfermidade compreendem uma variedade de animais
domésticos, tais como bovinos, ovinos, caprinos, suinos, equinos, caninos e
felinos, bem como animais silvestres (BRASIL, 1995; MARTINS et al., 2012)

Na saude publica a leptospirose é caracterizada como uma doenca
ocupacional e recebe diferentes denominacdes segundo as condi¢cdes nas
quais a transmissdo € produzida. O grau e natureza da exposicdo dependem
muitas vezes das atividades ocupacionais e/ou atividades recreativas e
sociais. Os trabalhadores das fazendas que lidam diretamente com os animais
podem-se infectar durante suas atividades laborais — manipulando fetos
abortados, envoltorios fetais, ou entrando em contato direto com a urina dos
animais infectados (ACHA e SZYFRES, 2003).
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No Brasil, a leptospirose € endémica e é considerada um dos maiores
problemas de saulde publica, tendo sido notificados 34 532 casos de
enfermidade no periodo entre 2007 a 2015 (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
A taxa de mortalidade da doenca de Weil (forma grave) e da sindrome
hemorragica pulmonar severa é de >10% e 74%, respectivamente (McBRIDE
et al., 2005; GOUVEIA et al., 2008). Alguns estudos sugerem que a
leptospirose pode representar entre 20 a 40% das doencas febris de origem
desconhecida (ABELA-RIDDER et al., 2010).

No mundo, a leptospirose tem sido reportada como uma das maiores
causas de falhas reprodutivas nos bovinos e em outros ruminantes, trazendo
perdas econbmicas que decorrem de transtornos reprodutivos como
infertilidade, aborto, nascimento de bezerros fracos e diminuicdo temporéria da
producgéo leiteira (MARTINS et al., 2012). No Brasil, tem se estimado que ao
redor de 30% do rebanho bovino apresentaram falhas reprodutivas a cada ano
(BARUSELLI et al., 2012). Ainda que a importancia das doencas infecciosas
de carater abortivo nas manifestacfes clinicas ndo tenha sido quantificada
claramente, € Obvio que estas doencas representam uma causa importante
das falhas reprodutivas, principalmente nos paises em desenvolvimento
(TSCHOPP et al., 2013).

A soroprevaléncia da leptospirose em rebanhos bovinos brasileiros varia
de 39% a 100%, sendo o clima da regido de estudo um fator epidemioldgico
relevante. Os inquéritos realizados evidenciam como importantes
principalmente os sorovares Hardjo, Wolffi Pomona, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae e Canicola, sendo mais prevalente o primeiro (LANGONI
et al., 2000; FIGUEREIDO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009; HERMANN et
al., 2012; SILVA et al., 2012). A doenca nos bovinos é geralmente de carater
cronico, apresentando-se como disturbios reprodutivos. Os sinais clinicos da
doenca tipo aguda sado mais evidentes nos animais jovens do que nos adultos,
sendo mais frequente a mortalidade em bezerros (LILENBAUM e MARTINS,
2014).
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Mediante diagnéstico molecular, tem se detectado a presenca de
Leptospira spp. em amostras de sangue, urina, sémen e em secrecdes
vaginais, caracterizando-se como uma doenca reprodutiva em animais de
producdo. As leptospiras podem ser isoladas do trato genital de touros sem
manifestagbes clinicas e transmitida pelo sémen (BONDURANT, 2005).
Heineman et al. (1999) realizaram um estudo em touros procedentes de
centros de inseminacdo artificial, obtendo-se 80% (16/20) de touros

amostrados positivos a Leptospira spp. a PCR.

Diferentes autores discutem que a melhor maneira de reduzir a
soropositividade nos animais seria a adocdo de medidas ambientais
preventivas, como evitar o acesso dos animais a fontes de agua de
procedéncia duvidosa, as quais possam ser fonte de infeccdo; além disso,
assumir outras medidas de controle, tais como vacinacdo periédica dos
animais e tratamento com drogas especificas (VARGES et al., 2009).

Devido & importancia desta zoonose para o rebanho bovino e aos
problemas reprodutivos associados a ela, além da sua importancia pelas
perdas econdmicas e pela relevancia em saude publica, pretende-se com este
estudo avaliar a presenca da leptospirose em bovinos de fazendas de cria e
em centrais de receptoras de embrido da regido de Bauru — SP. Tendo em
vista que até o nosso conhecimento ndo h& trabalhos desta natureza na
regido, o presente estudo permite a identificacdo de animais positivos tanto a
sorologia bem como pelo isolamento em meio de Fletcher e pela analise
molecular a partir de sangue e sémen, verificando-se animais carreadores da
bactéria nos rebanhos estudados; a partir dai, possibilita-se a necessidade da
realizacdo de controle no rebanho acometido, pela indicacdo de tratamento
dos animais e vacinacdes periddicas, como chave para o controle da infec¢éo

no rebanho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biologia das leptospiras
O nome da bactéria deriva-se do grego leptos (fino) e do latin spira
(enroscado). O género Leptospira spp. estd conformado por espiroquetas de
dupla membrana celular, finas (6-20 um de longitude e 0.1 um de diametro),
flexiveis, moveis e de forma espiral (CULLEN et al., 2004; EVANGELISTA e
COBURN, 2010). Estas bactérias possuem extremos caracteristicos em forma
de ganchos. A motilidade deve-se a rotacao dos flagelos axiais insertados nos
extremos opostos das bactérias, estendendo-se pelo espacgo peripldsmico
(regido central) (ACHAS e SZYFRES, 2003; PICARDEAU, 2013). Sao
visualizadas por microscopia de campo escuro e microscopia de contraste de

fases, aparecendo como espiroquetas em ativo movimento.

Figura 1. Leptospira spp. sob microscopia eletrdnica. Fonte: Picardeau, 2013.

Entre outras caracteristicas, descreve-se que sao bactérias aerodbias
obrigatérias e crescem sob temperatura de 28-30 °C em meios liquidos ou
semissolidos, 0s quais possuem nutrientes como vitaminas B1 e B12, acidos
graxos, aminoacidos e sais minerais. Além disso, 0s meios requerem a adicdo
de albumina bovina e/ou soro de coelho para o 6timo crescimento (FAINE et
al., 1999; PICARDEAU, 2013).

As leptospiras patogénicas nao se reproduzem fora do hospedeiro e sé&o
rapidamente inativadas quando expostas ao calor excessivo, radiacao
ultravioleta, desinfetantes e a temperaturas de congelamento. Porém, quando
as condi¢des sdo 6timas, podem sobreviver na agua e no solo Umido durante
semanas até meses (FAINE et al., 1999; ACHA e SZYFRES, 2003; ADLER e
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).
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2.2. Taxonomia e classificacao

O género Leptospira era classificado inicialmente em duas espécies:
Leptospira interrogans sensu lato (espécies patogénicas) e Leptospira biflexa
sensu lato (espécies saprofitas). Estes dois grupos diferem na capacidade
patogénica, 0s requerimentos nutricionais e em outras propriedades fenotipicas
(JOHNSON e ROGERS, 1964). A classificacdo atual é a de genomoespécies
(patogénicas, intermediarias e saprofitas), sendo que as caracteristicas que
diferenciavam L. interrogans sensu lato de L. biflexa sensu lato ndo tem mais
relevancia (LEVETT, 2004).

2.2.1. Classificacéo soroldgica
Mediante o teste de aglutinacdo microscopica com absorcdo cruzada
(Cross-agglutinin absorption test - CAAT) conseguiu-se a diferenciacdo em
sorovares, 0s quais até hoje em dia sé&o considerados o sistema unitario basico
para Leptospira spp.. Os sorovares que sao antigenicamente semelhantes s&o
agrupados em sorogrupos, principalmente por conveniéncia para os estudos
(KMETY e DIKKEN, 1993; LEHMANN et al., 2014).

Até agora tem sido descritos aproximadamente 250 sorovares
patogénicos, sendo a lista atualizada periodicamente (CORNEY et al.,
2008; VALVERDE et al., 2008; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010;
SEDIGHEH et al., 2010; DAS NEVES PAIVA-CARDOSO et al.,, 2013). Os
ultimos sorovares adicionados a lista sdo L. kirschneri sorovar Altodouro, L.
santarosai sorovar Corredores e L. santarosai sorovar Costa Rica (LEVETT e
SMYTHE, 2014).

2.2.2. Classificacdo molecular
A classificacdo genotipica das leptospiras baseia-se em eletroforese de
enzimas multiloco (MLEE) e analise da sequencia 16s do rRNA (HOOKEY E
GATEHOUSE, 1993). Na reunido do Subcomité de Taxonomia de
Leptospiraceae de 2007 em Quito, Equador, agregaram-se 4 genomoespécies

a lista das espécies de leptospiras patogénicas, resultando em treze: L.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134812003061#b0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134812003061#b0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134812003061#b0215
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134812003061#b0170
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alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L.
kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii y L.
wolffii (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

A correlacdo entre a classificacao soroldgica e a molecular é quase nula,
ja que em um mesmo sorogrupo pode encontrar-se mais de uma espécie. Por
conseguinte, os sistemas de classificacdo baseados em semelhancas
genéticas podem ser usados em conjunto com a classificacdo antigénica
(CERQUEIRA e PICARDEAU, 2009).

2.3. Patogenia

As leptospiras podem ingressar ao organismo via membranas mucosas
ou pela pele quando a integridade da mesma for comprometida por cortes,
lesbes (macro ou micro) e/ou imersdo em &gua (ADLER, 2014).
Posteriormente, invadem rapidamente o fluxo sanguineo, causando como
lesdo primaria o rompimento da integridade das membranas celulares
endoteliais, levando a hemorragias e escapes vasculares. As hemorragias
petequiais podem ser aparentes em todos os orgaos e tecidos (RAO et al.,
2003).

O periodo de incubacéo é de aproximadamente 7 a 14 dias. Ap0Os passar
pela corrente sanguinea, as leptospiras colonizam preferentemente os rins e o
figado, pela grande quantidade de lipideos (acidos graxos) que possuem
estes 6rgaos; e, em menor propor¢cdo, colonizam pulmdes, pericardio e
gbnadas (RAO et al., 2003; JANWITTHAYANAN et al., 2013).

As espiroquetas tem a capacidade de persistir em 6rgdos imunoldgica e
anatomicamente privilegiados, logo depois da acao dos anticorpos e fagécitos
em outros orgaos. O sitio anatdmico predileto sdo os tubulos proximais renais,
onde podem permanecer até quatro semanas ap0s uma infec¢cdo aguda em
humanos e de maneira intermitente por anos em animais (LEVETT e HAAKE,
2010). Tem se relatado também a presenca de leptospiras em secrecdes
como sémen e fluidos vaginais, indicando a presenca dela nas gbnadas
(LILENBAUM et al., 2008; HAMOND et al., 2014).
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2.3.1. Fatores de viruléncia
Os mecanismos pelos quais as leptospiras ocasionam a doenca nao
estdo completamente entendidos. Porém, entre os potenciais mecanismos de
patogenicidade temos a resposta do sistema imune, a producédo de toxinas,
adesinas, lipoproteinas e outras proteinas da membrana externa
(GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2012).

O lipopolissacarideo (LPS) leptospiral € semelhante tanto quimica
quanto imunologicamente ao LPS das bactérias Gram negativas. Entretanto,
tem sido demostrado que € menos ativo e/ou toxico em exames de atividade de
endotoxina (ADLER, 2014). Outras proteinas com um papel muito importante
no dano endotelial sdo as hemolisinas, colagenases e proteases, encontradas
especificamente em L. interrogans e L. borgpetersenii (XUE, YAN e
PICARDEAU, 2009).

A motilidade bacteriana ocupa o maior papel no desenvolvimento da
leptospirose. A habilidade para avancar rapidamente em ambientes
desfavoraveis contribui ao ingresso destas espiroquetas pelas células epiteliais
(CHARON e GOLDSTEIN, 2002). As proteinas da membrana podem atuar
como mediadores na aderéncia as células hospedeiras ou a invasao aos
tecidos. Estas proteinas podem ser ou lipoproteinas ou proteinas de membrana
integrais (CULLEN, HAAKE e ADLER, 2004).

O genoma de Leptospira spp. contém mais de 150 genes que codificam
lipoproteinas; dentre estes se tem os genes Lig (ligA, ligB e ligC) que codificam
proteinas de membrana com funcdo na adesdo aos tecidos do hospedeiro,
atuando também como antigenos primarios (CHOY et al., 2007). A lipoproteina
mais importante e conhecida, LipL32, esta altamente conservada dentre os
sorovares patogénicos. Outras lipoproteinas conhecidas séo LipL21 e LiplL41
(XUEN, JAN e PICARDEAU, 2009). A proteina LenA, endostatina-simile, junta-
se ao fator H, fator regulador do complemento; sugerindo um papel importante
na resisténcia ao soro (STEVENSON et al., 2007).
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As proteinas integrais de membrana externa (OMPs) tem um papel
chave na patogenia da leptospirose, devido a que atuam como alvos
antigénicos e de adesédo para os anticorpos bactericidas, receptores celulares
e/ou porinas. O primeiro grupo de OMPs geneticamente definido em Leptospira
spp. foi a lipoproteina de superficie OmpA-simile, Loa22 (RISTOW et al., 2007).
Esta lipoproteina esta bastante conservada tendo a sua expresséo regulada na
infeccdo aguda da doenca (EVANGELISTA e COBURN, 2010).

Recentemente, tem se identificado 4 novas OMPs: OmpL36. OmpL37,
OmpL47 e OmpL54, mas os papéis destas proteinas na viruléncia da bactéria
nao tem sido descrito (PINNE e HAAKE, 2009). Lsa66 € outra proteina OmpA-
simile atualmente descrita, tem dupla atividade (adeséo e invaséo), sugerindo

uma fungéo na patogenia da leptospirose (OLIVEIRA et al., 2011).

O ferro é essencial para a viabilidade de muitas espécies bacterianas,
por conseguinte, a captacdo do mesmo pela bactéria é considerada um fator de
viruléncia. As leptospiras patogénicas possuem a Heme oxigenase, HemO, a
mesma que facilita a aquisicdo de ferro do Heme (maior fonte de ferro)
(MURRAY et al., 2008).

2.4. Epidemiologia
A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial, presente tanto
em areas urbanas como em areas rurais, em climas tropicais e subtropicais.
Diferentes condi¢des climaticas e sociais favorecem o incremento e distribuicdo
da doenca, como chuvas intensas, alta densidade populacional em condi¢bes
de pobreza e auséncia de servicos sanitarios (CAMPAGNOLO et al., 2000;
BHARTI et al., 2003; WHO, 2003; PICARDEAU, 2013).

A infeccdo ocorre por contato direto com urina ou outros fluidos
corporais de animais infectados, como descargas uterinas poés-aborto, feto,
placenta infectada, infec¢bes uterinas e sémen (ELLIS, 1994) ou por contato
indireto com solo, pastagem, agua e/ou alimentos contaminados com urina de

hospedeiros de manutencédo (agentes disseminadores das bactérias) ou com
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fluidos corporais de hospedeiros acidentais (que desenvolvem a doenca)
(LEVETT, 2004; PICARDEAU, 2013).

O risco humano de contrair a enfermidade é principalmente ocupacional
(trabalhadores de plantacdes de arroz, trabalhadores de planta¢cdes de cana de
acucar, trabalhadores de abatedouros, trabalhadores de esgotos, de lixeiros,
etc.), além de estar associado a atividades recreativas (natacdo, rafting e
pescaria) e as catastrofes naturais (enchentes, ciclones, etc.). Em paises
desenvolvidos a doenca tem alcangcado importancia por estar relacionada ao
turismo de aventura e atividades aquéticas, devido ao contato com &agua
contaminada com urina de animais infectados (PICARDEAU, 2013; DUPOEY
et al., 2014; DREYFUS et al., 2015).

Os hospedeiros de manutencdo podem ser 0s animais que hao
apresentam sinais clinicos da doenca aguda, mas nos quais as leptospiras
conseguiram colonizar os rins; destaca-se o papel dos roedores como principal
reservatério e agente disseminador, excretando leptospiras ao meio ambiente
via urina. Como hospedeiros acidentais (que desenvolvem a doenca) tem-se
uma amplia variedade de animais (domeésticos e de producdo) e humanos,
além dos animais silvestres (JOBBINS e ALEXANDER, 2015). A doenca
manifesta-se geralmente com problemas reprodutivos em bovinos, suinos,
caprinos, equinos e ovinos; uveite recurrente em equinos ou com quadros
agudos sistémicos em caninos e humanos (LEVETT e HAAKE, 2010;
PICARDEAU, 2013). Em felinos a doenca parece ser rara, porém, estes
animais uma vez infectados podem eliminar leptospiras na urina (SCHULLER
et al., 2015).

De modo geral, cada sorovar esta adaptado a determinados
hospedeiros; no entanto, um organismo pode ser infectado com mais de um
sorovar (HARTSKEEL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011). Ha diferentes
variagdes dentro dos hospedeiros de manutencdo e 0s sorovares que 0S

transmitem; o conhecimento dos sorovares prevalentes e 0s seus hospedeiros
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de manutencdo é essencial para o melhor entendimento da epidemiologia da
doenca (LEVETT, 2004; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

2.4.1. Nos Bovinos

Nos bovinos a doenca manifesta-se geralmente com uma tendéncia a
cronicidade, caracterizando-se por problemas reprodutivos, como
abortamentos (principalmente no primeiro trimestre da gestacdo), nascimento
de bezerros fracos, diminuicdo do crescimento destes bezerros e diminuicdo da
producdo leiteira. No entanto, 0s casos agudos apresentam-se mais
usualmente em bezerros, 0 que pode leva-los a 6bito. Todos os sinais clinicos
mencionados repercutem grandemente na economia das fazendas, destinando
recursos para gastos de tratamento (GROOMS, 2006; LILENBAUM e
MARTINS, 2014).

O sorovar Hardjo € geralmente o0 mais prevalente nos rebanhos bovinos,
transcorrendo geralmente de maneira subclinica, e isto j4 € esperado devido a
adaptacao deste sorovar a esta espécie animal. No entanto, tem-se reportado
prevaléncias significativas para outros sorovares, como Wolffi, Butembo e
Grippothyphosa (MINEIRO et al., 2007, TONIN et al., 2010; SALGADO et al.,
2014).

Infecgbes incidentais causadas por outros sorovares procedentes de
outros animais domeésticos e de animais silvestres sdo mais dependentes de
fatores ambientais e praticas de manejo, 0 que resultara no contato direto ou
indireto do animal com a urina destes animais reservatoérios, levando a um
quadro agudo e severo de leptospirose, geralmente pelo sorovar Pomona em
bovinos ou Icterohaemorrhagiae em humanos ou cdes (MACIEL et al., 2008;
MARTINS et al., 2012).

Os estudos conduzidos no Brasil tém reportado prevaléncias variaveis,
dependendo dos animais amostrados e da regido do Brasil onde foi conduzido
0 experimento. Langoni et al. (2000) encontraram uma prevaléncia de 69,3%

sendo que este estudo foi feito no estado de Sao Paulo, considerando-se sete
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cidades do interior paulista, incluindo Bauru. J& Figuereido et al. (2009)
relataram uma prevaléncia de 98,8% em fémeas bovinas no Mato Grosso do
Sul. Oliveira et al. (2009) evidenciaram uma prevaléncia de 77,9% em fémeas
bovinas do estado de Bahia. Hermann et al. (2012) detectaram no Rio Grande
do Sul uma prevaléncia de 38,8% em bovinos em idade reprodutiva; e por
altimo, Silva et al. (2012) detectaram uma prevaléncia de 35,9% no estado do

Maranhao.

A identificacdo dos sorogrupos prevalentes e de seus reservatorios €
essencial para a compreensdo da interacdo agente, hospedeiro e meio
ambiente em condic¢des tropicais (MARTINS e LILENBAUM, 2013). Um dos
fatores que também influencia a variabilidade das prevaléncias reportadas,
além dos jA& mencionados, é a bateria de sorovares com 0s quais realiza-se a
técnica de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM). Pinto et al. (2015) relataram
que, a técnica de SAM apresenta um aumento significativo na sensibilidade se
forem utilizados sorovares locais como antigenos na deteccdo da leptospirose

bovina.

2.5. Imunidade e vacinas

A resposta imune inicial é de tipo inata reconhecendo antigenos proprios
da bactéria, tais como o LPS das leptospiras, por meio de receptores tipo Toll
(TLR) - TLR2 e TLRA4. Estes receptores ativam os fatores do nucleo, como NF-
kB, que induzem a producédo de citocinas inflamatorias (IL-1b, IL-6 e IL-8) e do
fator de necrose tumoral (TNF). Esta resposta inicial inata é descrita na doenca
apesar das leptospiras evadirem a fagocitose e o complemento (RAO et al.,
2003, HARTSKEEL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011; ADLER, 2015).

A resposta imune na leptospirose € predominantemente de tipo humoral.
Muitos estudos demostraram que esta imunidade pode ser transferida
passivamente por humanos convalescentes ou soro animal, bem pelo antissoro
produzido experimentalmente ou pelos anticorpos monoclonais (ADLER e DE
LA PENA MOCTEZUMA, 2010). O organismo consegue gerar uma resposta

especifica contra o sorovar infectante, mediante a producao de anticorpos IgM
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e lgG, além da producéo de interferon gama e a resposta associada as células
T4 (CD4+) (BERNARDI et al., 2012; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al.,
2012).

As vacinas para humanos e animais sdo usadas desde 1920; quase
todas elas eram preparadas com leptospiras inativadas por uma variedade de
meétodos, como calor, formalina, fenol, irradiacdo, etc. (FAINE et al., 1999). Na
atualidade existem diversas vacinas contra a leptospirose, as mais conhecidas
sdo as vacinas inativadas, que sdo emulsées com minimo trés sorovares
(KOIZUMI e WATANABE, 2005).

As vacinas sao sorovar especificas e protegem durante um curto periodo
de tempo; por isso a revacinacdo € necessaria para manter os titulos de
anticorpos protetores. Estas vacinas estédo focadas na situacéo local da doenga
e ndo representam a realidade de outras areas com outros sorovares

endémicos (WHO, 2003; OIE, 2013).

Entretanto, em relacdo a cenario epidemioldgico da leptospirose, vale
ressaltar que o mesmo nao representa o que realmente ocorre em muitas
partes do mundo, principalmente nas regides tropicais, onde a doenca €
endémica. Particularmente em relacdo a bovinos, o conhecimento atual sobre a
epidemiologia e controle, bem como as ferramentas de diagnostico disponiveis
e as vacinas comerciais, podem ndo ser adequadas para as diferentes
localidades, o que leva a um cenario frustrante de endemicidade e dificuldades
no controle da doenca e, provavelmente, a leptospirose permanecera endémica
nos paises em desenvolvimento, levando a riscos econémicos importantes na
producdo animal e os riscos para a saude publica nessas regides (LILENBAUM
e MARTINS, 2014).

2.6. Diagnostico

Tendo em vista que a infecgcdo abrange muitos sinais clinicos, o
diagnostico definitivo da doenca é laborioso e depende de uma bateria de
exames laboratoriais (BARTHI et al., 2003; ELLIS, 2015). Além disso, alguns



37

fatores como 0 momento de coleta da amostra e 0 mesmo tipo de amostra séo

fundamentais para chegar ao diagnéstico definitivo da leptospirose.

Durante a fase aguda da doenca é comum apresentar-se quadro de
leptospiremia, permanecendo por 3 a 10 dias; portanto, nessa fase aguda é
importante avaliar a presenca de DNA leptospiral. Logo ap6s essa fase inicia-
se a producdo de anticorpos, geralmente na segunda semana poés-infeccao,

permanecendo por algumas semanas (Figura 2) (PICARDEAU, 2013).
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Figura 2. A leptospirose em suas fases clinicas em correlacdo com os

momentos de coleta de amostra (Fonte: Céspedes, 2006)

2.6.1. Exame microscédpico

As leptospiras podem ser visualizadas sob microscopia de campo
escuro, a partir de amostras de sangue, urina ou liquido cefalorraquidiano,
sendo que, o ideal para Vvisualizacgdo seria aproximadamente 10*

leptospiras/mL. Com isso, a busca de leptospiras pela microscopia de campo
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escuro apresenta uma sensibilidade e especificidade baixas (LEVETT, 2004;
AHMAD e SHAH, 2005). Além disto, a simples deteccdo de espiroquetas ao
exame direto ndo permite o diagnoéstico definitivo da doenca, sendo pertinente
a realizacdo de outras técnicas diagndsticas complementares, como os testes

sorolégicos e moleculares.

2.6.2. Isolamento do agente bacteriano
O isolamento de leptospiras em meio de Fletcher ndo constitui um
exame de rotina pratico para o diagnéstico por diferentes motivos: o periodo de
incubacdo prolongado (até trés meses, com exames semanais ou a cada 15
dias), requerimento de amostras recém-coletadas de animais que ndo tenham
sido submetidos a tratamento, perigo de alta contaminacdo da cultura e baixa

especificidade das culturas.

O meio mais usado para a cultura € o meio semi-solido de Fletcher
enriquecido com soro de coelho. Neste meio pode-se observar o crescimento
das leptospiras macroscopicamente expressado na formacédo de um halo ou
zona de opalescéncia, denominada de zona ou anel de Dinger (FAINE et al.,
1999; LEVETT, 2001; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

2.6.3. Exames soroldgicos

A grande maioria dos casos de leptospirose sao diagnosticados
mediante sorologia. Os anticorpos IgM sdo detectados no sangue aos 5 — 7
dias ap6s a aparicdo dos sinais clinicos (LEVETT, 2004). O teste de
Soroaglutinagdo Microscépica (SAM) é o teste considerado como “padrdo ouro”
para o diagnéstico de leptospirose. Esta técnica tem a vantagem de ser a Unica
especifica para sorogrupos de Leptospira spp.; portanto, tem grande valor nos
estudos epidemioldgicos. Dentre as desvantagens destaca-se que n&o
discrimina entre os anticorpos IgM e IgG, requer de muito investimento
econdmico para manter a bateria de leptospiras vivas (usadas como antigeno)
e para a leitura dos resultados requer-se de pessoal qualificado e com muita
experiéncia na area (AHMAD e SHAH, 2005; OIE, 2013).
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O objetivo da SAM baseia-se em determinar o titulo maximo no qual
50% das leptospiras (antigenos vivos) no campo microscépico encontram-se
aglutinadas. Estas aglutinacdes séao diretamente proporcionais a quantidade de
anticorpos anti-Leptospira na amostra avaliada. O ponto de corte, titulo a partir
do qual uma amostra considera-se positiva, depende de diversos fatores:
espécie animal, sorovar prevalente na regido, presenca de co-aglutinagdes,
vacinacfes, entre outros; usualmente € aceito um titulo minimo de 400
acompanhado de sinais clinicos para confirmar o diagnéstico. Exames
pareados (duas amostras com espaco de 15 dias entre elas) também sao
realizados para confirmar o diagndstico e, nesse caso, considera-se a
quadruplicacao do titulo (GORIS e HARTSKEERL, 2013; OIE, 2013).

Na atualidade tem sido estudada a importancia do conhecimento dos
sorovares prevalentes na regido, com o intuito de utiliza-los na rotina
diagnéstica do dia-a-dia. A importancia disto seria 0 aumento da sensibilidade
da prova de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), aumentando a capacidade
do teste de encontrar animais que sejam verdadeiramente reagentes ao teste
sorolégico (PINTO et al, 2015).

Outro teste soroldgico encontrado no mercado é o ELISA. Este teste
apresenta alta sensibilidade, mas ndo tem a especificidade do sorogrupo que
proporciona a SAM; porém sdo usados como primeira linha no diagndstico da
leptospirose humana em muitos paises da América Latina (MUSSO e LA
SCOLA, 2013).

2.6.4. Exames moleculares

Existem diferentes protocolos de PCR (Reacdo em Cadeia pela
Polimerase) usados na deteccdo de DNA leptospiral. Com o decorrer dos anos
tem se descrito diferentes protocolos usando primers gerais, para leptospiras
patogénicas e ndo patogénicas, e primers especificos para leptospiras
patogénicas; contudo, dois protocolos tem sido 0os mais usados nos campos
clinico e académicos (LEVETT, 2004; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010).
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O protocolo desenvolvido por Merien et al.,, (1992) descreveu a
amplificacdo de um fragmento de 331 pb, utilizando-se os primers LEP1/LEP2,
0s quais codificam tanto para leptospiras patogénicas como para as nao
patogénicas. O outro protocolo desenvolvido por Brown et al., (1995), utilizou
os primers G1/G2, os quais ndo amplifica os sorovares da espécie L. kirschneri.
A pesar das limitacdes de ambos os protocolos, estes continuam sendo os de

eleicdo no diagndstico e na pesquisa.

As principais amostras das quais tem se amplificado DNA leptospiral
sao: soro, urina, humor aquoso, liquido cefalorraquidiano e tecidos como rim e
figado (LEVETT, 2004). A PCR em tempo real (qQPCR) € mais rapida e menos
sensivel aos contaminantes do que a PCR convencional. Existe um protocolo
de PCR em tempo real utilizando SYBR Green como fluorocromo, tendo o
mesmo validagdo para amostras de urina e soro (LEVETT et al., 2005).

Apesar da alta sensibilidade das técnicas moleculares na deteccdo de
Leptospira spp., ainda se tem como limitante o fato de que estas técnicas nao
sdo Uteis em estudos epidemiol6gicos, por exemplo, para se determinar
origens de surtos de leptospirose, o qual é um ponto a favor da técnica
sorologica de SAM (WHO, 2003; GORIS e HARTSKEERL, 2013).

2.7. Tratamento

Os antibiéticos sao de grande utilidade no tratamento da doenca. Este
tratamento deve iniciar-se tdo rapido quanto seja possivel. (LEVETT e HAAKE,
2010). E importante realizar o tratamento completo e com as doses adequadas
para cada espécie, devido a que o paciente pode demonstrar uma recuperacao
completa, mas as leptospiras ainda podem estar permanecendo nos rins,
deixando os individuos infectados em condicdo de carreadores e
disseminadores (SARKAR et al., 2012; MIRAGLIA et al., 2013).

Nos casos severos de leptospirose animal recomenda-se altas doses de
penicilina intravenosa (até 4 vezes por dia). Nos casos menos graves,

antibidticos orais como amoxicilina, amplicilina, doxiciclina ou eritromicina
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podem ser prescritos. As cefalosporinas de terceira geragao e as quinolonas
também se reportaram efetivas no tratamento e para eliminacdo das
leptospiras dos tdbulos renais proximais (WHO, 2003). Nos bovinos se tem
reportado o uso da estreptomicina, especialmente para a eliminacdo de

leptospiras dos tabulos renais proximais (GIRIO et al., 2005).

2.8. Prevencao

Na saude animal, uma das melhores estratégias de prevencdo € a
imunizacdo. Na atualidade conta-se com vacinas efetivas tanto para os
animais de producdo como para os animais domeésticos. Para os animais de
producdo os principais sorovares incluidos na vacina séo Leptospira
interrogans sorovar Pomona, Leptospira interrogans sorovar Grippotyphosa,
Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo, Leptospira interrogans sorovar
Canicola e Leptospira interrogans  sorovar Icterohaemorrhagiae
(HARTSKEERL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011).

Devido ao carater geralmente cronico da doenca em animais de
produgéo, estes animais representam potenciais disseminadores da
enfermidade; por isso, recomenda-se o trabalho conjunto da imunizacéo,
tratamento de animais e adequadas técnicas de manejo — medidas de
controle de roedores, vestimenta protetora para os trabalhadores (uso
adequado dos equipamentos de protecdo individual —EPIs) e adequado
sistema sanitario (WHO, 2003; ZAVITSANOU e BABATSIKOU, 2008;
LEVETT e HAAKE, 2010).
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. OBJETIVOS

3.1 Gerais
Avaliar o estado sanitario de bovinos de fazendas de cria e de vacas

receptoras de embrido, em relacdo ao diagnostico de leptospirose, na

regido de Bauru — SP.

3.2 Especificos

Determinar a soroprevaléncia da leptospirose em bovinos de fazendas de
cria e vacas receptoras de embrido na regido de Bauru — SP, utilizando-se
a técnica de Soroaglutinacdo Microscopica — SAM;

Detectar Leptospira spp. pela técnica de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) a partir de amostras de sangue de bovinos de fazendas
de cria e vacas receptoras de embrido e de sémen de touros de fazendas
de cria;

Isolar Leptospira spp. mediante cultura em meio de Fletcher a partir de

sangue de vacas e touros e sémen dos ultimos.



MATERIAL E METODOS




45
4. MATERIAL E METODOS

As culturas em meios de Fletcher, as analises soroldgicas e a pesquisa
molecular foram realizadas no Laboratério de Sanidade Animal da APTA/SAA —
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios — Pdélo Centro-Oeste —
Bauru — SP. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus
de Botucatu, com protocolo N° 187/2014- CEUA (Anexo 1).

4.1. Calculo de tamanho amostral
Para calcular o tamanho da amostra foi utilizado o programa Epi Info™

(http://www.openepi.com). Nesta versao online do software foi calculado o

tamanho amostral utilizando-se o intervalo de confianga de 95% para uma
populacado infinita e baseado no dado de soroprevaléncia encontrado por
Langoni et al., (2000) na regido de Bauru de 58.7%. O resultado foi de no

minimo 373 amostras.

Foram avaliados bovinos procedentes de centrais de receptoras de
embrido e de fazendas de cria, em estacdo de monta. Foram escolhidas cinco
propriedades da regido de Bauru, com historico de problemas de fertilidade
(abortos, repeticdo de cio, infertilidade, entre outros), para realizar a
amostragem: trés (03) centrais de receptoras de embrido e duas (02) fazendas
de cria (gado de corte). Nas fazendas de cria os animais ndo eram vacinados
contra leptospirose, e nas fazendas de vacas receptoras de embrido os animais
eram vacinados contra leptospirose anualmente, antes do comeco das
implantacdes dos embribes; no Ultimo caso as amostras de sangue foram
colhidas antes da vacinacdo. Nas fazendas de cria foram amostrados tanto
bovinos machos, usados como touros de repasse, como fémeas. No quadro 1,

apresenta-se o numero de animais amostrados de cada propriedade.


http://www.openepi.com/
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Quadro 1. Numero de animais procedentes de Centrais de receptoras e
fazendas de cria, da regido de Bauru, amostrados para diagnostico de
leptospirose. Botucatu, SP, 2016.

Propriedades Animais
Central receptoras 1 33 vacas
Central receptoras 2 36 vacas
Central receptoras 3 35 vacas
Fazenda de cria 1 155 vacas
12 touros
Fazenda de cria 2 104 vacas
25 touros
Total 400 animais

4.2. Coleta de amostras
4.2.1. Sangue
Foi coletado sangue dos animais em dois tubos de vidro estéreis de
aproximadamente 10 mL, sendo um tubo com anticoagulante (EDTA ou Citrato
de Saodio) para o cultivo e a prova de PCR; e outro tubo sem anticoagulante
para a prova de Soroaglutinagcdo Microscépica (SAM). Os tubos foram
devidamente identificados para cada animal e acondicionados sob temperatura
de refrigeragdo em caixa isotérmica com gelo reciclavel até a chegada ao

laboratorio.

No laboratério, cada amostra obtida foi acondicionada em microtubos de
1,5 mL, devidamente identificados e mantidos sob congelamento a -20 °C até o
momento de realizacdo da prova de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) e
extracdo de DNA para PCR.

4.2.2. Sémen
Foram coletados de 1 a 2 mL de sémen dos touros de repasse das
fazendas de cria mediante o método de eletro ejaculacdo. Cada amostra obtida

foi acondicionada em microtubos de 1,5 mL, devidamente identificados, sendo
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gue 0,5 mL de cada amostra foi utilizada para cultura em meio Fletcher e o
restante mantido sob congelamento a -20 °C e 0.1 mL para a extragdo de DNA

para posterior teste de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR).

4.3. Exames diaghosticos
4.3.1. Soroaglutinacdo Microscopica (SAM)

A prova de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) foi realizada segundo
as normas do Ministério da Saude (BRASIL, 1995). Como antigenos para a
prova foram utilizados culturas vivas de Leptospira spp. mantidas em estufa de
28°C a 30°C, faixa de temperatura ideal para o seu desenvolvimento, com
quatro a 14 dias de crescimento, e que ndo apresentaram contaminantes e

nem auto-aglutinacdes.

Cada amostra de soro foi diluida inicialmente a 1:50 em solug&o salina
tamponada (SST) pH 7,6 como ponto de corte positivo e testada para uma
bateria de 31 sorovares de Leptospira spp. (quadro 2), considerando-se como
positiva aquela que apresentava 50% ou mais de aglutinacées em relacdo ao
controle negativo (BRASIL, 1995).
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Quadro 2. Bateria de sorovares de Leptospira spp. incluidos no estudo.
Botucatu, SP, 2016.

ESPECIE SOROGRUPO SOROVAR CEPA
L. interrogans Australis Australis Ballico
L. interrogans Australis Bratislava Jez-Bratislava
L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
L. kirschneri Autumnalis Butembo Butembo
L. borgpetersenii Ballum Castellonis Castellon
L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
L. weilli Celledoni Whitcombi Whitcombi
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3552 C
L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
L. interrogans Djasiman Sentot Sentot
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moska V
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni M 20
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia
46/RA 94
L. noguchi Panama Panama CZ 214K
L. interrogans Pomona Pomona Pomona
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
L. interrogans Sejroe Wolffi 3705
L. santarosai Shermani Shermani LT 821
L. borgpetersenii Shermani Tarassovi Perepelitsin
L. biflexa Andamana Andamana CH11
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1
L. santarosai Sejroe Guaricura Bov G.
L. interrogans Sejroe Hardjobovis Hardjobovis
L. interrogans Sejroe HardjoCTG HardjoCTG
L. interrogans Sejroe Mini Hardjominis
L. interrogans Sejroe HardjoPrajitno Hardjoprajitno
L. interrogans Canicola Nupezo NUP-1
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Dividiu-se o teste em duas etapas: triagem e titulacdo. Todas as
amostras foram submetidas a triagem, e as reagentes passavam a segunda

etapa de titulacao.

Triagem

1. O soro foi diluido em 1:50 (solugdo A), 0.1 mL da amostra em 4.9 mL de
solucéo salina tamponada (SST) pH 7.6.

2. Em uma microplaca, previamente marcada, pipetaram-se 50 uL da solucéo
A formando uma fileira. O numero de pocos preenchidos dependeu do
namero de sorovares testados na placa. A acao foi repetida para cada
orificio dos controles negativos, mas com SST em vez de soro problema.

3. Acrescentaram-se nos respectivos orificios, inclusive controles, 50 uL das
correspondentes suspensdes antigénicas, passando a diluicdo final em
cada orificio para 1:100.

4. Levou-se a microplaca a incubacdo em estufa de 28°C a 30°C por duas

horas.

Titulagcéo

1. A partir da diluicdo 1:50 utilizada na prova da triagem, preparou-se mais
seis diluicBes do soro problema (1:100 até 1:3200).

2. Preparou-se em uma microplaca com fileiras de seis pog¢os e cada pogo
correspondeu a uma diluigdo.

3. A parte foi preparado um controle para cada antigeno (sorovar) utilizado.

4. Colocaram-se 100 uL da solucdo A no primeiro poco de reacdo de cada
sorovar testado. Nos demais pog¢os colocoram-se 50 uL de SST pH 7.6.

5. Para a obtencédo das dilui¢cdes, se procedeu da seguinte forma: Pipetaram-
se 50 uL da primeira diluicdo para o proximo poc¢o (que continha 50 uL da
SST), agindo assim sucessivamente, homogeneizando e desprezando 50
uL de cada ultima diluicdo. No final, todos os poc¢os apresentaram 50 uL de
suspensao (solucdo A + SST), correspondentes as diluicbes 1:50 até

1:1600 em cada fileira.
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6. Pipetou-se 50 uL do antigeno (sorovar) correspondente a cada poc¢o da
respectiva fileira ao controle. Nessa etapa, as diluicdes passaram a ser de
1:100 até 1:3200.

Incubou-se a microplaca conforme descrito para a parte da triagem.

8. A leitura sob microscopia de campo escuro, considerou-se como titulo

aglutinante a maior diluicdo do soro capaz de aglutinar no minimo 50% de

leptospiras por campo, em relacdo ao controle.

4.3.2. Cultura em meio de Fletcher
As amostras de sangue e sémen foram processadas em capela de fluxo
laminar, devidamente esterilizado com &alcool a 70% e sob acdo de luz

ultravioleta durante 30 minutos.

As amostras foram diluidas na razéo de 10" a 107, segundo PASSOS et
al. (1998) em solucéo diluente composta por solucdo salina tamponada estéril
pH 7.6, Furacin (2mg/mL) e Neomicina (50mg/mL). O procedimento consistiu
em inocular 0.5 mL da amostra (sangue ou sémen) no tubo com solucdo
diluente, formando a primeira diluicdo 10, homogeneizou-se e transferiu-se
0,5 mL desse primeiro tubo para o segundo, e repetiu-se a acdo até uma
terceira diluicdo, 10°. O Ultimo passo foi inocular 0,5 mL de cada diluicdo em
tubos com meio semi-sélido de Fletcher e adicionar 0,1 mL de 5-fluorouracil
na concentracdo de 250 ug/mL, para evitar o desenvolvimento de
contaminantes. As culturas foram incubadas a 28-30 °C por 16 semanas,

sendo examinadas cada 15 dias.

Armazenou-se 1 mL de cada diluicdo, resultando em 3 mL de cada
amostra, em microtubos livres de DNAses e RNAses a —-20 °C até o

processamento de extracdo de DNA.

4.3.3. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)
4.3.3.1. Preparo das amostras para a extragdo do DNA
As aliguotas de sangue e sémen, bem como as culturas dos mesmos,

foram armazenadas em microtubos sob temperatura de -20 °C. Para a
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extracdo de DNA destas amostras, as mesmas foram descongeladas em cooler

para microtubos antes de comecar com os protocolos.

4.3.3.2. Extragao e purificagdo do DNA
A extracdo de DNA a partir do sangue foi realizada utilizando o kit lllustra

d™ genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare®) (anexo 2) e a extracdo do

Bloo
DNA a partir de sémen com o reagente DNAzol® (Life Technologies®) (anexo
3), conforme recomendacdes do fabricante. A extragdo de DNA a partir das
culturas de sangue e sémen em meio semi-solido de Fletcher foi realizada com

d™ genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare®).

o kit Illustra Bloo
4.3.3.3. Amplificagdo do DNA
Os iniciadores utilizados foram descritos por MERIEN et al. (1992), os

guais amplificam 331 pb, como segue:

LEP 1 (5 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’)
LEP 2 (5 TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3’)

A amplificacdo do DNA foi realizada segundo a adaptacdo descrita por
MERIEN et al. (1992). As reag0es de PCR foram realizadas em microtubos de
0,2 mL com volumes totais de 25 uL, sendo 2,5 uL de MgCl, (1,5 mM), 0,5 uL
de solucédo de dNTP (0,2 mM), 0,5 uL de Taq Platinum DNA (1U) (Invitrogen),
0,5 uL de cada iniciador ou primer (10 pM), 17,75 uL de agua ultrapura e 2 uL

de DNA da amostra obtida no final da extragéo.

A reacao foi executada em termociclador Mastercycler Pro gradiente
(Eppendorf®), com o seguinte perfil de ciclagem: 94 °C por trés minutos, 30
ciclos de 94 °C por um minuto, anelamento a 63 °C por 1 minuto e extenséo a
72 °C por dois minutos, incluindo-se dez minutos adicionais a 72 °C ao final

para completar a extensao dos segmentos amplificados.
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4.3.3.4. Eletroforese

A visualizagdo dos produtos amplificados foi realizada pela técnica de
eletroforese. Para tanto foi preparado um gel de agarose a 1,5% acrescentado
com 1 ulL/mL de SYBR Safe DNA gel stain (Life Technologies). Foram
utilizados 15 uL do produto de PCR e como marcadores de peso molecular 5
uL de 100 pb ladder (Invitrogen). Para todas as amostras foram acrescentados
2 uL de uma solucéo de Blue Juice Gel Loading (Life Technologies). O gel foi
submetido a corrida eletroforética em uma cuba horizontal HE33 (Amershan
Biosciences) contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09mL de &cido borico e 0,001M de
EDTA) e a voltagem de 80V por 50 minutos, utilizando a fonte Electrophoresis
Power Supply Model EPS 301 (GE-Healthcare). O gel foi visualizado no
transluminador de luz UV e a imagem capturada pelo sistema Major Science™

foi documentada utilizando-se o software Vision Works LS.

4.3.3.5. Controles

Para cada sequéncia de extracdo e purificacdo, foram utilizados
controles positivos e negativos para a técnica de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR). Para isto foram preparadas suspensfes de Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni na concentracdo de 2,0x10* leptospiras/mL,

como controle positivo. Para o controle negativo foi utilizada agua ultrapura.

4.4. Analise estatistica
As andlises estatisticas descritivas foram calculadas usando o software
Excel (Microsoft). O Software SAS 9.4 foi usado para avaliar a associagcao
entre os testes diagndsticos utilizados e para calcular o valor estatistico Kappa,
o ultimo foi utilizado principalmente para avaliar a concordancia entre o SAM e

a PCR nas amostras de sangue.
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5. RESULTADOS
5.1. Isolamento
Das 400 amostras avaliadas, 100% foram negativas a visualizacdo sob

microscopio de campo escuro.

5.2. Exame sorolégico
Dos 400 animais avaliados, 83% (331/400) foram reagentes a prova de
SAM para pelo menos um sorovar de Leptospira spp. avaliado. Pode-se
verificar uma porcentagem consideravelmente maior de animais soropositivos
(Figura 3).

B Soronegativos M Soropositivos

Figura 3. Distribuicdo dos resultados da prova de Soroaglutinagéo
Microscopica (SAM), em bovinos de fazendas de cria e vacas receptoras

de embrido na regido de Bauru — SP. Botucatu, SP, 2016.
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Observou-se soropositividade para 26 dos 31 sorovares avaliados no
teste sorolégico de SAM, tendo-se verificado o sorovar Hardjoprajitno como o
mais reagente (Figura 4). Os sorovares ndo reagentes foram Castellonis,

Bataviae, Whitcombi, Javanica e Andamana.
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Pyrogenes
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Tarassovi
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HardjoBovis
HardjoCTG
Nupezo

Icterohamorrhagiae

Figura 4. Sorovares reagentes a técnica de Soroaglutinacdo Microscopica
(SAM) em bovinos de fazendas de cria e vacas receptoras de embrido na
regido de Bauru — SP. Botucatu, SP, 2016.

As frequéncias observadas para cada sorovar nos bovinos reagentes

(331/400) encontram-se na tabela 1.



Tabela 1. Soropositividade dos bovinos de fazendas de cria e vacas receptoras
de embrido na regido de Bauru — SP, por sorovar, a prova de SAM. Botucatu,
SP, 2016.

SOROVAR BOVINOS REAGENTES FREQUENCIA

Bratislava 5 1,5%

Butembo 103 31,1%

Cynopteri 3 0,9%

Sentot 32 9,7%

Hebdomadis 85 25,7%

Icterohaemorrhagiae 1 0,3%

Pomona 3 0,9%

Hardjo 151 45,6%

Shermani 19 57%

Patoc 25 7,6%

HardjoBovis 159 48%

Mini 100 30,2%

Nupezo 17 5,1%

Em relacdo a titulacdo obtida frente aos animais reagentes a prova de
Soroaglutinagdo  MicroscOpica, a maioria dos animais Soropositivos
apresentaram titulos maximos de 100 e 200, titulos geralmente denominados
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de exposi¢cdo. Os maiores titulos aglutinantes, 3200 e 6400, apresentaram-se
nos sorovares do sorogrupo Sejroe (Tabela 2).

Tabela 2. Titulacdo de bovinos reagentes a prova de Soroaglutinacao
Microscopica (SAM), em fazendas de cria e vacas receptoras de embrido na
regido de Bauru — SP. Botucatu, SP, 2016.

Sorovar Titulo aglutinante Total

Australis 10 3 - - - - - 13

Autumnalis 1 1 - - - - - 2

Canicola 1 1 - - - - - 2

Djasiman 14 1 - - - - - 15

Grippotyphosa 8 5 2 1 - - - 16

Copenhageni 1 - - - - - - 1

Panama 2 - - - - - - 2

Pyrogenes 5 6 - - - - - 11

Wolffi 49 52 38 30 19 6 5 199

Tarassovi 3 3 - - - - - 6

Guaricura 55 44 26 12 4 2 - 143

HardjoCTG 46 50 54 31 20 5 2 208

HardjoPrajitno 29 60 57 34 35 18 4 237
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Os dados de soropositividade variaram também segundo a fazenda

avaliada (Tabela 3).

Tabela 3. Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), em fazendas de cria e vacas

receptoras de embrido na regido de Bauru — SP, segundo as fazendas

avaliadas. Botucatu, SP, 2016.

Fazenda Reagente Animais Frequéncia Frequéncia
x fazenda total
Fazenda de cria 1 Sim 114 88,4 % 28,5 %
N&o 15 11,6 % 3,8%
Total 129 100 % 32,3 %
Fazenda de cria 2 Sim 131 78,4 % 32,8%
Nao 36 21,6 % 9 %
Total 167 100 % 41,8 %
Central Receptoras Sim 29 87,9 % 7,3 %
1 Nao 4 12,1 % 1%
Total 33 100 % 8,3 %
Central Receptoras Sim 29 80,6 % 7,2%
2 Nao 7 19,4 % 1,8 %
Total 36 100 % 9%
Central Sim 28 80 % 7%
Receptoras 3 Nao 7 20 % 1,8 %
Total 35 100 % 8,8 %
Total geral 400 100 %

A analise da soropositividade dos animais segundo 0 sexo encontra-se

na Tabela 4.



59

Tabela 4. Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), em fazendas de cria e vacas
receptoras de embrido na regido de Bauru — SP, segundo o sexo. Botucatu,
SP, 2016.

Sexo Reagente Animais Frequéncia por Frequéncia total
sexo

Bovinos Sim 33 89,2 % 8,3 %
machos N&o 4 10,8 % 1%

Total 37 100 % 9,3 %
Bovinos Sim 298 82,1 % 74,5 %
fémeas N&o 65 17,9 % 16,3 %
Total 363 100 % 90,8 %
Total geral 400 100 %

5.3. Exame molecular

Realizou-se a prova de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) de tipo
convencional, nas amostras de sangue dos 400 animais amostrados, assim
como dos 400 pool de culturas em meio Fletcher que tinham sido negativas,
para confirmacao dos resultados. Além disso, realizou-se a prova has amostras
de sémen obtidas dos touros das fazendas de cria. O protocolo utilizado foi o

de Merien et al. (1992), com algumas modificagdes.

Os resultados da PCR das culturas negativas ao crescimento em meio

Fletcher sob microscopia de campo escuro, estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) das culturas de sangue
negativas ao crescimento em meio Fletcher sob microscopio de campo escuro.
Botucatu, SP, 2016.

PCR Animais Frequéncia
Positivas 4 1%
Negativas 396 99 %

Total 400 100 %
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Os resultados da PCR das 400 amostras de sangue estdo apresentados na
tabela 6.

Tabela 6. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) em fazendas de cria e

vacas receptoras de embrido na regido de Bauru — SP. Botucatu, SP, 2016.

PCR Animais Frequéncia
Positivas 3 0,7 %
Negativas 397 99,3 %

Total 400 100 %

Os resultados da PCR das amostras de sémen estdo apresentados na
tabela 7.

Tabela 7. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) do sémen dos touros de

fazendas de cria na regiao de Bauru — SP. Botucatu, SP, 2016.

PCR Animais Frequéncia
Positivas 3 8.1 %
Negativas 34 91.9%

Total 37 100 %

Os resultados da PCR das culturas de sémen negativas ao crescimento
em meio Fletcher sob microscopia de campo escuro estdo apresentados na

tabela 8.

Tabela 8. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) das culturas de sémen

dos touros de fazendas de cria na regido de Bauru — SP. Botucatu, SP, 2016.

PCR Animais Frequéncia
Positivas 5 13,5%
Negativas 32 86,5 %

Total 37 100 %
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5.4. Comparacdo dos testes diagndésticos

Realizaram-se trés testes diagnosticos: Cultura, Soroaglutinacéo
Microscopica (SAM) e Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Devido ao
fato de que todas as amostras foram negativas a Cultura em meio Fletcher, ndo
foi possivel realizar-se a comparacdo entre este teste com 0s outros dois

utilizados.

A comparacao entre os resultados gerais da SAM, teste padrdo, e da
PCR, foi realizada mediante o teste exato de Fisher. Os resultados descrevem-

se na tabela 9.

Tabela 9. Teste exato de Fisher entre a SAM e a PCR dos bovinos de
fazendas de cria e vacas de centrais receptoras de embrido na regido de Bauru
— SP. Botucatu, SP, 2016.

SAM Total
Positivo Negativo
Positivo 0 3 3
PCR SANGUE _
Negativo 331 66 397
Total 331 69 400

*Valor p = 0.0049 (significativo)
*Coeficiente K = -0.0151 (discordante)

A comparacdo entre os resultados da PCR das culturas do sangue e do
sangue direto foi feita mediante analise com o Teste exato de Fisher, tomando
como teste padrdo a PCR direta do sangue. Os resultados estdo apresentados

na tabela 10.
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Tabela 10. Teste exato de Fisher entre a PCR do sangue e das culturas do
sangue, dos bovinos de fazendas de cria e de vacas de centrais receptoras de

embrido na regido de Bauru — SP. Botucatu, SP, 2016.

PCR Sangue Total
Positivo Negativo
Positivo 1 3 4
PCR Culturas _
Negativo 2 394 396
Total 3 397 400

*Valor p = 0.0298 (significativo)

*Coeficiente K = 0.2795 (Concordéancia consideravel)

A comparacao entre os resultados da PCR das culturas do sémen e do
sémen foi feita também mediante analise no Teste exato de Fisher, tomando

como padréo a PCR do sémen. Os resultados se encontram na tabela 11.

Tabela 11. Teste exato de Fisher entre a PCR das culturas de sémen e do
sémen dos bovinos de fazendas de cria na regiao de Bauru — SP. Botucatu,
SP, 2016.

PCR Sémen Total
Positivo Negativo
PCR Culturas  Positivo 3 2 5
sémen Negativo 0 32 32
Total 3 34 37

*Valor p = 0.0013 (significativo)
*Coeficiente K = 0.7218 (Concordancia substancial)
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Figura 5. Gel de agarose a 1% corado com Syber® Safe. Resultados da
amplificacdo dos genes rrs (16S) de 13 amostras das culturas de sémen dos
touros de fazendas de cria na regido de Bauru — SP. Note-se a deteccdo do
gene codificador do fragmento de 331 pb de Leptospira spp. nas amostras 3 e
4. Controle positivo: Leptospira interrogans sor. Copenhageni. Controle

negativo: agua mili Q.



DISCUSSAO




65

6. DISCUSSAO

O objetivo geral do trabalho consistiu em avaliar o estado sanitario dos
bovinos de fazendas de cria e vacas receptoras de embrido, quanto ao
diagnéstico de leptospirose, na regido de Bauru — SP. Para tanto, procedeu-se
ao isolamento de Leptospira spp. de amostras sanguineas dos bovinos
reprodutores e de sémen dos touros usados para repasse nas fazendas de
cria; verificagdo a soroprevaléncia de Leptospira spp. nos bovinos
reprodutores da regido de Bauru, mediante o teste “padrdo ouro” SAM, e a
deteccdo da presenca de DNA de Leptospira spp. de amostras sanguineas
dos bovinos, culturas em meio Fletcher e sémen dos bovinos reprodutores das

fazendas amostradas.

N&o foi possivel o isolamento de Leptospira spp. de nenhuma cultura
realizada (sangue e sémen). Este resultado pode ser atribuido a varios
motivos: a literatura indica que, para visualizar formas espiroquetideas, estas
devem apresentar-se em uma concentracdo de 10* leptospiras/campo; isto
sugere que uma pequena quantidade de bactérias ndo permitam ser
visualizadas com facilidade na cultura (ADLER e LA PENA MOCTEZUMA,
2010; PICARDEAU, 2013); além disso, apesar de todos os procedimentos de
cultura terem sido realizados de maneira estéril, hd um grande risco de
contaminagao das culturas no momento da coleta, o que foi observado no
momento de procedimento de coleta do sémen, em que ndo houve a
possibilidade de se coletar o material de maneira totalmente estéril, o que
levou a contaminacdo de algumas culturas, apesar de todos os cuidados
necessarios durante os procedimentos de cultivo. Outro fator a ser
considerado e de extrema importancia € que provavelmente o0s animais
avaliados ndo se encontravam na fase leptospirémica da doenca e, portanto,

as culturas de amostras de sangue foram todas negativas.

Embora haja um grande numero de estudos sorolégicos em todo o
mundo, o numero de isolamentos € escasso, aliado ao fato de que a técnica
de isolamento € um procedimento muito delicado, com alto risco contaminagéo

e gue requer um processamento rapido; portanto, tendo em vista todas estas
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dificuldades, ha poucos trabalhos para poder comparar a sorologia com dados
bacterioldgicos, principalmente nos paises em desenvolvimento (LILENBAUM
e MARTINS, 2014).

A prova de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) € uma técnica
sorologica que utiliza antigenos vivos de Leptospira spp. em amostras de soro.
Caso a amostra seja reagente a determinado antigeno, visualizam-se
aglutinacdes (antigeno-anticorpo) na microscopia de campo escuro. Este
método diagnostico apresenta a vantagem de se determinar o sorogrupo

infectante e quantificar o titulo aglutinante.

No presente estudo avaliaram-se 400 bovinos reprodutores mediante
esta técnica diagndéstica, para determinar a soroprevaléncia de leptospirose
bovina nessa regido. Do total de bovinos avaliados, 83% (331/400) foram
reagentes a pelo menos um sorovar de Leptospira spp., € o ponto de corte foi
determinado em 1/100 segundo OIE, 2013. Dentre os animais reagentes (331),
observou-se que os sorovares mais frequentes foram 0s pertencentes ao
sorogrupo Sejroe (Hardjoprajitno, HardjoCTG, Wolffi, Hardjobovis e Guaricura).
Com relacao a titulacao, a qual possibilita verificar-se a severidade da infeccéo
ou da exposicdo ao agente bacteriano, observou-se que a grande maioria dos
titulos aglutinantes mais elevados (3200 e 6400) foram igualmente os
sorovares do sorogrupo Sejroe. Esses resultados alertam para a necessidade

do monitoramento da leptospirose nas propriedades avaliadas.

No Brasil, verifica-se que a leptospirose € uma das doencas reprodutivas
com maior importancia nos animais de producdo, ja que ocasiona grandes
prejuizos econdmicos nas fazendas onde apresenta-se a infeccdo. A
magnitude desta importancia se vé refletida nos estudos de soroprevaléncia

descritos nas cinco regides brasileiras (quadro 3).
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Quadro 3. Principais estudos de soroprevaléncia de leptospirose bovina no

Brasil.
Sorovares
Regiao Estado Prevaléncia Animais mais Autores
prevalentes
Hardjo,
_ Wolffi, Aguiar et
Rond6nia 52,86% 2109 vacas _
Shermani e al., 2006
Norte
Patoc.
Hardjo e Silva et al.,
Maranhao 35,94% 4832 vacas _
Wolffi. 2012
o Hardjo e Mineiro et
Piaui 52,9% 1975 vacas )
Wolffi al., 2007
Nordeste —
_ Oliveira et
Bahia 45,42% 10 823 Hardjo
al., 2009
] De
y Wolffi e
Goias 74,28% 140 touros ) Campos et
Hardjo
Centro- al., 2006
Oeste Mato . . .
Hardjo e Figuereido
Grosso do 98,8% 1801 vacas _
Wolffi et al., 2009
Sul
Santa . Saldanha
_ 100% 13 bovinos Butembo
sul Catarina et al., 2007
u
Santa Hardjo, Wolffi Tonin et
) 65,53% 3945 vacas
Catarina e Butembo. al., 2010
Rio de Tarassovie | Folly et al.,
. 14% 120 vacas .
Janeiro Hardjo 2013
_ Wolffi e Langoni et
Sao Paulo 45,8% 2761 bovinos _
Hardjo al., 2000
Sudeste : :
. Hardjo e Langoni et
Sao Paulo 32,85% 140 bovinos _
Castellonis al., 2007
Hardjo e Castro et
Sao Paulo 49,4% 8216 vacas _
Wolffi al., 2008
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Pode ser observado que as prevaléncias encontradas nos estudos
relatados séo variaveis entre elas, mas de forma geral pode se observar que a
prevaléncia da leptospirose é maior do que 50%, fato preocupante
considerando a importancia da doenca. No presente estudo a prevaléncia foi
de 83%, considerada elevada, e este valor pode ser justificado devido as
condicdes climaticas tropicais mais exacerbadas na regido de Bauru, o que

pode favorecer a disseminacdo da doenca nos rebanhos.

Podemos ressaltar que no presente estudo, determinou-se 31,1%
(103/400) de bovinos soropositivos ao sorovar Butembo, porcentagem
significativa, considerando-se que ndo se trata de um sorovar comum na
espécie bovina. Tal sorovar é frequente em animais silvestres (ULLMANN et
al. 2012; PAIXAO et al.,2013), e, tendo em vista que estes animais encontram-
se muitas vezes em proximidade com bovinos, estes encontram-se expostos a

contaminacgao de agua e pastagens com a urina destes animais.

Portanto, tendo em vista os resultados apresentados e, confrontando-se
com os trabalhos publicados, pode-se verificar que os sorovares Hardjo e
Wolffi sdo os sorovares mais frequentemente encontrados em bovinos em

diferentes estados da federagéo do Brasil.

A técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) vem sendo
utilizada no campo de diagndéstico de doencas no geral ha alguns anos. No
caso da leptospirose, tem se descrito diferentes tipos de protocolos de PCR,
tanto convencionais quanto em tempo real, os quais amplificam genes de
diferentes tipos: 16S, gyrB, SecY, lipoproteinas (lipL 32), lig A e Lig B e outros
(PICARDEAU, 2013). O protocolo utilizado para este trabalho foi o de Merien et
al. (1992), o qual estd baseado na amplificacdo do gene rrs (16S) de 331 pb,
presente tanto em leptospiras patogénicas como ndo patogénicas. Este
protocolo € um dos protocolos de PCR validados e mais utilizados na
atualidade (PICARDEAU, 2013).
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Os resultados da PCR das amostras de sangue dos 400 animais neste
estudo, indicaram que somente trés animais foram positivos nesse teste,
detectando a presenca de DNA de Leptospira spp nestas amostras. Destes
0,7% de animais positivos (3/400), todos foram negativos ao teste SAM e
tratavam-se de fémeas bovinas que pertenciam as fazendas de cria. Este
resultado pode indicar que estes animais positivos a PCR estivessem na
primeira fase da leptospirose: a fase aguda. Esta fase caracteriza-se pela

leptospiremia, que facilita a deteccdo de DNA leptospiral a partir de sangue.

No caso das analises de PCR para confirmacao das culturas negativas
em meio Fletcher, observaram-se que das 400 culturas negativas a formas
espiroquetideas sob microscopia de campo escuro, quatro foram positivas a
PCR. Dessas amostras duas eram de touros e duas de vacas e as quatro
pertenciam ao gado das fazendas de cria. Este resultado pode ser explicado
pela baixa especificidade da técnica de cultura de Leptospira spp., ja que para
visualizar formas espiroquetideas estas devem apresentar-se em uma
concentracdo minima de 10* leptospiras/ml; em comparacdo com a

concentragdo minima de 10 leptospiras/imL & PCR (ADLER e LA PENA
MOCTEZUMA, 2010; PICARDEAU, 2013).

A grande maioria de trabalhos publicados referente aos testes
moleculares para diagnéstico de leptospirose, com amostras de sangue,
baseia-se em padronizacdo e avaliacdo de novos protocolos de PCR ou
surgimento de novas técnicas moleculares (AHMED et al., 2009; STODDARD
et al., 2009; BACKSTEDT et al.,, 2015). Assim, poucos estudos como este
avaliam uma combinacg&o entre a sorologia e a parte molecular. Por exemplo,
Waggoner et al. (2015) avaliaram se existia concordancia entre o resultado
sorolégico e molecular com as mesmas amostras de soros humanos,
encontrando-se um resultando discordante entre ambos testes. No presente
trabalho, foi avaliada essa mesma relagéo e o resultado indicou que n&o houve
concordancia entre ambos os testes (K= -0.0151), ratificando que eles devem
ser usados para etapas diferentes da doenca, j& que 0s animais positivos a

PCR foram negativos no SAM, indicando que ainda pudessem se encontrar na
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fase aguda da doenca sem ter iniciado a producdo de anticorpos aglutinantes,
ou sendo estes ainda insuficientes para detecgéo.

Na comparacao entre a PCR do sangue e a PCR das culturas negativas
da mesma amostra, observou-se que dos trés animais que foram positivos a
PCR do sangue e dos quatro animais positivos a PCR confirmatéria das
culturas, apenas um animal foi positivo em ambos os testes. Os outros dois
animais positivos a PCR do sangue e negativos a PCR da cultura poderiam ser
justificados devido a possivel presenca de inibidores da PCR no meio da
cultura ou devido a um crescimento insuficiente para a observagdo no meio de
cultura. Por outro lado, os trés animais que foram positivos a PCR das culturas
e negativos as PCR do sangue poderiam ser justificados pela possivel
presenca de inibidores da PCR no sangue, que tenham impossibilitado a
amplificacdo adequada do DNA leptospiral nestas amostras (PICARDEAU,
2013).

Considerando a positividade dos animais, tanto molecular (fase aguda
da leptospirose) quanto soroldgica (fase crénica da doenca ou carater de
reservatorio), ainda que em diferentes frequéncias, podemos ratificar a notavel
presenca da doenca nas fazendas avaliadas. Nas fazendas de cria foram
encontrados animais positivos para Leptospira spp. no sangue, indicando
estarem na fase aguda da doenca (leptospiremia), deduzindo que a bactéria
pode estar sendo disseminada por secre¢cdes dos animais portadores (em
muitos casos com titulos sorolégicos elevados) nessas fazendas. Essa
informacéo associada com a falta de medidas profilaticas (falta de programa de
vacinacao para leptospirose) confirma o risco que esses animais representam,
nao somente o prejuizo econdmico na fazenda (tratamento e implantacfes de
medidas profilaticas), como também o risco de salde publica para os

trabalhadores que lidam com esses bovinos na rotina diaria.

No caso das amostras de sémen, as analises determinaram que das 37
amostras, 3 (8,1%) foram positivas na PCR de sémen direto, enquanto cinco

(13,5%) das culturas (inicialmente negativas) foram positivas a PCR. As duas
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amostras que foram positivas a PCR das culturas mas negativas a PCR direta
do sémen, poderiam ter sofrido alguma inibicdo na PCR, provavelmente como
consequéncia do processo de extracdo. E conhecido que o sémen apresenta
muitos inibidores da PCR, e é provavel que essa tenha sido a causa da falta de

amplificagéo dessas duas amostras.

Sao poucos os trabalhos utilizando PCR em amostras de sémen e
fluidos vaginais de animais de grande porte, tendo eles como principal
propoésito demonstrar o potencial risco de transmissdo sexual da doenca
(HEINEMANN et al., 1999; HEINEMANN et al., 2000; LILENBAUM et al., 2008;
HAMOND et al., 2014). No presente trabalho, foi demostrado que pelo menos
trés animais positivos ao teste de PCR do sémen apresentam um risco nas
fazendas avaliadas, na transmissdo sexual da doenca e a manutencdo da
mesma nos bovinos reprodutores; apresentando também um risco de saude
publica para os trabalhadores da fazenda pelo contato direto e indireto com

estes animais e/ou com suas secrecgoes.
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CONCLUSOES

Os resultados representam um alerta para o estado sanitario da
leptospirose em bovinos de fazendas de cria e vacas receptoras de
embrido na regido de Bauru, jA que 0S mesmos apresentaram-se reagentes
a diferentes sorovares de leptospiras e alguns animais com titulos elevados
para os principais sorovares de importancia epidemioldgica na leptospirose
bovina, demonstrando exposicao prévia ao agente;

Ainda que néo se tenha isolado leptospiras a partir das culturas de sangue
e sémen dos animais, os resultados sorologicos e moleculares alertam
para a nhecessidade do monitoramento para leptospirose nestas
propriedades;

As provas moleculares de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para
Leptospira spp. realizadas em amostras de sangue detectaram animais na
fase aguda da doenca;

As provas moleculares de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para
Leptospira spp. realizadas nas amostras de sémen dos touros das
fazendas de cria demostram haver um risco importante de transmisséo da
doenca mediante contato sexual, levando a permanéncia da doenca entre
0s animais das fazendas avaliadas, bem como representando um risco
ainda maior a saude publica, com relacdo aos trabalhadores que lidam com

0S animais nestas fazendas.
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RESUMO

A leptospirose é uma zoonose de grande impacto mundial na saude animal e
saude publica. Esta doenca tem como agente infeccioso as espiroquetas do
género Leptospira spp., com espécies patogénicas e ndo patogénicas. Em
animais de producdo como o0s bovinos o quadro clinico manifesta-se
geralmente com falhas reprodutivas, como abortos e infertilidade, ocasionando
prejuizo econbmico nas fazendas, além de representar risco a saude dos
trabalhadores que lidam direta ou indiretamente com os animais. Oito rebanhos
com um total de 296 bovinos reprodutores em total foram analisados
sorologicamente pelo teste de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), para
avaliar a prevaléncia de leptospirose em bovinos reprodutores da regido
Centro-Oeste do estado de S&o Paulo, Brasil. Dezessete sorogrupos
patogénicos foram usados ao SAM. Os oito rebanhos (100%) foram
soropositivos a pelo menos um sorogrupo patogénico de Leptospira spp.; dos
296 animais destes rebanhos, 82,8% (245/296) dos bovinos reagiram ao teste
de Soroaglutinagdo. Os sorogrupos mais prevalentes foram Sejroe e
Autumnalis, presentes nos oito rebanhos. Com este estudo ratifica-se a grande
e preocupante disseminagcdo destes sorogrupos nos bovinos reprodutores da
regido, recomendando-se adotar medidas profildticas como vacinacéo
sistematica, tratamento de animais e melhoramento das condi¢des higiénico-
sanitarias das fazendas avaliadas; para consequentemente minimizar 0s

fatores de risco de infecgbes aos humanos em contato com esses animais.
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SUMMARY

Leptospirosis is a worlwide zoonosis of great impact in animal and public health.
The etiological agent of this disease are spirochetes of genus Leptospira spp.,
classified in pathogenic and nonpathogenic species. In farm animals, such as
cattle, the clinical presentation involves reproductive failure, like abortion and
infertility, causing economical loses, furthermore represents a health risk for
workers who keep direct or indirect contact with farm animals. Eight flocks with
a total of 296 bovines (259 cows and 37 bulls) were analyzed serologically by
Microaglutination test (MAT) to evaluate the prevalence of leptospirosis in
reproductive cattle from midwest region of Sao Paulo state, Brasil. Seventeen
pathogenic serogroups were used for MAT. All of the flocks (100%) were
seropositive to at least one pathogenic serogroup of Leptospira spp.; from the
296 bovines from these flocks, 82.8% (245/296) reacted to MAT. The most
prevalent serogroups were Sejroe and Autumnalis, present in eight flocks. This
study confirms the great and concerning dissemination of these serovars in
reproductive cattle from the region, recommending the adoption of prophylactic
measures, such as systemic vaccination, treatment of animals and
improvement of hygienic-sanitary conditions. From a One Health perspective,
this study will help in the disease knowledge to minimize risk factors for the

infection in humans in contact with these animals

Key words: leptospira, leptospirosis, zoonosis, diagnostic

RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis de gran impacto mundial en la salud animal y
salud publica. Esta enfermedad tiene como agente infeccioso a las
espiroquetas del género Leptospira spp., las cuales tienen especies patégenas
y no patdgenas. Em animales de produccion, como los bovinos, el cuadro
clinico se manifiesta generalmente con fallas reproductivas, como aborto e
infertilidad, ocasionando pérdidas econdmicas en las granjas, ademas de

representar un riesgo para la salud de los trabajadores que lidian directa o
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indirectamente como estos animales. Ocho rebafos con un total de 296
bovinos (259 vacas y 37 toros) fueron analizados serolégicamente, a través de
la prueba de Microaglutinacion (MAT), para evaluar la prevalencia de la
leptospirosis en bovinos reproductores de la region centro-oeste del estado de
Sao Paulo, Brasil. Diecisiete serogrupos patégenos fueron usados en el
MAT.Los ocho rebafios (100%) fueron seropositivos a por lo menos un
serogrupo patdgeno de Leptospira spp.; de los 296 animales de estos rebafos,
82,8% (245/296) bovinos fueron positivos en la prueba de Microaglutinacion.
Los serogrupos mas prevalentes fueron Sejroe y Autumnalis. Con este estudio,
se ratifica la grande y preocupante diseminacion de estos serogrupos en los
bovinos reproductores de la regién, recomendandose adoptar medidas
profilacticas como vacunacion sistematica, tratamiento de animales vy
mejoramiento de condiciones higienico-sanitarias en las granjas estudiadas;
para como consecuencia, minimizar los factores de riesgo de las infecciones a

humanos en contacto con estos animales.

Palavras clave: leptospira, leptospirosis, zoonosis. diagndstico

INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose causada por membros do género
Leptospira spp., que inclui mais de 16 espécies geneticamente identificadas e
mais de 250 sorovares, categorizados em sorogrupos (1, 2) Esta zoonose tem
um grande impacto na saude animal e saude publica a nivel mundial (3).

O homem e outros animais podem-se infectar de forma direta pelo
contato das mucosas e/ou pele com leptospiras presentes na urina e, de forma
indireta, ao beber agua e alimentos contaminados. Os reservatorios envolvidos
na transmissdo da enfermidade compreendem uma variedade de animais
domésticos, tais como bovinos, ovinos, caprinos, suinos, equinos, caninos e
felinos, bem como animais silvestres (4, 5).

Na saude publica a leptospirose é caracterizada como uma doenca
ocupacional e recebe diferentes denomina¢cées segundo as condi¢bes nas
quais a transmissdo é produzida. O grau e natureza da exposi¢cdo dependem

muitas vezes das atividades ocupacionais e/ou atividades recreativas e
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sociais. Os trabalhadores das fazendas que lidam diretamente com os animais
podem-se infectar durante suas atividades laborais — manipulando fetos
abortados, envoltérios fetais, ou entrando em contato direto com a urina dos
animais infectados (3).

No Brasil, a leptospirose € endémica e € considerada um dos maiores
problemas de saude publica, tendo sido notificados 34532 casos de
enfermidade no periodo entre 2007 a 2015 (6). A taxa de mortalidade da
doenca de Weil (forma grave) e da sindrome hemorragica pulmonar severa é
de >10% e 74%, respectivamente (7,8). Alguns estudos sugerem que a
leptospirose pode representar entre 20 a 40% das doencas febris de origem
desconhecida (9).

No mundo, a leptospirose tem sido reportada como uma das maiores
causas de falhas reprodutivas nos bovinos e em outros ruminantes, trazendo
perdas econbmicas que decorrem de transtornos reprodutivos como
infertilidade, aborto, nascimento de bezerros fracos e diminuicdo temporaria da
producao leiteira (5). No Brasil, tem se estimado que ao redor de 30% do
rebanho bovino apresentaram falhas reprodutivas a cada ano (10). Ainda que
a importancia das doencas infecciosas de carater abortivo nas manifestacées
clinicas ndo tenha sido quantificada claramente, é 6bvio que estas doencas
representam uma causa importante das falhas reprodutivas, principalmente
nos paises em desenvolvimento (11).

A soroprevaléncia da leptospirose em rebanhos bovinos brasileiros varia
de 14% a 98,8%, sendo o clima da regido de estudo um fator epidemiolégico
relevante. Os inquéritos realizados evidenciam como importantes
principalmente o0s sorogrupos Sejroe (Hardjo e Wolffi), Pomona,
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e Canicola, sendo mais prevalente o
primeiro (12; 13, 14, 15, 16, 17). A doenca nos bovinos é geralmente de
carater crbnico, apresentando-se como distirbios reprodutivos. Os sinais
clinicos da doenca de tipo aguda sdo mais evidentes nos animais jovens do
que nos adultos, sendo mais frequente a mortalidade em bezerros (18).

Diferentes autores discutem que a melhor maneira de reduzir a
soropositividade nos animais seria a adocdo de medidas ambientais

preventivas, como evitar 0o acesso dos animais a fontes de agua de
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procedéncia duvidosa, as quais possam ser fonte de infeccéo; além disso,
assumir outras medidas de controle, tais como vacinacdo periddica dos
animais e tratamento com drogas especificas (19).

Devido a importancia desta zoonose para 0 rebanho bovino e aos
problemas reprodutivos associados a ela, além da sua importancia pelas
perdas econdmicas e pela relevancia em saude publica, pretende-se com este
estudo avaliar a prevaléncia da leptospirose e identificacdo dos sorogrupos
patogénicos de Leptospira spp. mais frequentes em bovinos de fazendas de

cria.

MATERIAIS E METODOS

Foram amostrados 296 bovinos reprodutores (259 vacas e 37 touros)
provenientes de oito rebanhos, localizados em duas fazendas de cria da regido
Centro-Oeste do estado de S&o Paul, Brasil.. As duas fazendas nao tinham um
programa de vacinacdo contra leptospirose, porém tinham historico de abortos

e repeticao de cios.

Coleta de amostras

Foi coletado o sangue em seringas estéreis e posteriormente foi
dispensado em tubos de vidro estéreis de aproximadamente 5 — 10 ml, sendo
que os tubos ndo continham anticoagulante. Os tubos foram devidamente
identificados para cada animal e acondicionados sob temperatura de
refrigeracdo em caixa isotérmica com gelo reciclavel até a chegada ao
laboratério.

No laboratério, foi separado o soro de cada amostra obtida e foi
acondicionada em microtubos de 1,5 mL até a realizacdo do teste de

Microaglutinacédo (SAM).

Soroaglutinagédo Microscopica (SAM)

O teste de SAM foi realizado segundo as normas do Ministério da Saude
(4). Como antigenos para a prova foram utilizados culturas vivas de Leptospira
spp. mantidas em estufa de 28°C a 30°C, faixa de temperatura ideal para o seu

desenvolvimento, com quatro a 14 dias de crescimento, e que nao
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apresentaram contaminantes e nem auto-aglutinagdes. Contou-se com uma

bateria de 17 sorovares patogénicos pertencentes aos 17 sorogrupos mais

comuns em animais de producdo (quadro 1), mantidos no laboratério de
Laboratério de Sanidade Animal da APTA/SAA - Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegdcios — Pélo Centro-Oeste — Bauru — SP. O ponto de
corte utilizado foi de 1/100 (20).

Quadro 1. Bateria de sorogrupos utilizados na técnica de Soroaglutinacéo

Microscopica (SAM).

ESPECIE SOROGRUPO SOROVAR CEPA
L. interrogans Australis Bratislava Jez-Bratislava
L. kirschneri Autumnalis Butembo Butembo
L. borgpetersenii Ballum Castellonis Castellon
L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
L. weilli Celledoni Whitcombi Whitcombi
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3552 C
L. interrogans Djasiman Sentot Sentot
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moska V
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae RGA
L. borgpetersenii Javanica Javanica veldrat Batavia
46/RA 94
L. noguchi Panama Panama Cz 214K
L. interrogans Pomona Pomona Pomona
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
L. santarosai Shermani Shermani LT 821
RESULTADOS

Dos oito rebanhos avaliados (296 animais), 100% dos rebanhos

apresentaram titulos a pelo menos um sorovar de Leptospira spp .; sendo que

dos 296 animais, 82,8% (245/296) foram positivos a prova de SAM para o0s
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sorogrupos patogénicos avaliados. Encontrou-se soropositividade para 13 dos

17 sorogrupos avaliados, tendo-se verificado os sorogrupos Sejroe, Autumnalis

e Hebdomadis como o mais frequentes. Os sorogrupos nao reagentes foram

Ballum, Bataviae, Celledoni e Javanica (figura 1).

120

106
100 90
80
- 57
40
20 I1 9
3 2 3 1 1 2 7 4
0
G © NS & N > o 2 @ @ ) @ Q
R T I P N P
?‘\) \\}\) ¥ (;\{\ Q\’b 0\:\ a© d::(\ Q? Q© \{\o c;(\e
¥ SUEIECEI ¢
& &
&

Fig 1. Animais soropositivos aos sorogrupos patogénicos de Leptospira spp.

utilizados no estudo.

DISCUSSAO

No Brasil, verifica-se que a leptospirose € uma das doencas reprodutivas
com maior importancia nos animais de producdo, ja que ocasiona grandes
prejuizos econdmicos nas fazendas onde se apresenta a infecgdo. A
magnitude desta importancia se vé refletida nos estudos de soroprevaléncia
descritos nas cinco regibes brasileiras, onde de mostram prevaléncias

variaveis de no minimo 14% até 98,8% (Quadro 2).

Quadro 2. Principais estudos de soroprevaléncia de leptospirose bovina

no Brasil.
Sorovares
Regido Estado Prevaléncia | Animais mais Referéncias
prevalentes
Hardjo e
Norte Maranh&o 35,94% 4832 vacas _ 16
Wolffi.
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Nordeste Bahia 45,42% 10 823 Hardjo 14
Mato ]
Centro- Hardjo e
Grosso do 98,8% 1801 vacas _ 13
oeste Wolffi
Sul
Hardjo,
Santa i
Sul _ 65,53% 3945 vacas Wolffi e 15
Catarina
Butembo.
Rio de Tarassovi e
_ 14% 120 vacas _ 17
Janeiro Hardjo
Sudeste :
2761 Wolffi e
Sao Paulo 45,8% _ _ 12
bovinos Hardjo

Dentre os animais reagentes (245), observou-se que 0 SOrogrupo mais
frequente foi Sejroe, cujos sorovares mais representativos (Hardjo e Wolffi)
tem sido registrados em diversos estudos brasileiros, como indicado no quadro
anterior. Este sorogrupo geralmente esta implicado em casos de leptospirose
subclinica (18), podendo ocasionar um constante prejuizo econémico (por
problemas reprodutivos) e risco de infeccdo para os trabalhadores das
fazendas avaliadas.

Podemos ressaltar que no presente estudo, determinou-se 30,4%
(90/296) de bovinos soropositivos ao sorogrupo Autumnalis e 19,3% (57/296)
de soropositividade ao sorogrupo Hebdomadis; porcentagem significativa
considerando-se que ndo se trata de sorogrupos comunes na espécie bovina.
Tais sorogrupos sao frequentes em animais silvestres (21,22) e, tendo em
vista que estes animais encontram-se muitas vezes em proximidade com
bovinos, estes Ultimos encontram-se expostos a contaminacdo de agua e
pastagens com a urina dos animais silvestres.

Considerando a resposta soroldgica dos animais amostrados, que pode
indicar a presenca da fase cronica da doenca ou de animais reservatoérios,
ainda em diferentes frequéncias, podemos ratificar a notavel presenca da
doenca nas fazendas avaliadas. Essa informacdo, associada a falta de
medidas profilaticas (auséncia de cronograma de vacinag&o para leptospirose)
confirma o risco que esses animais representam nao somente como prejuizo

econodmico nas fazendas (tratamento e implantagfes de medidas profilacticas),
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mas também o risco de saude publica para os trabalhadores que lidam com os

bovinos na rotina diaria.

CONCLUSOES

Os resultados representam um alerta para o estado sanitario da
leptospirose em bovinos de fazendas de cria na regido estudada, ja que os
mesmos apresentaram-se reagentes a diferentes sorogrupos patogénicos de
leptospiras de importancia epidemiologica na leptospirose bovina e em animais
silvestres, demonstrando exposicdo prévia ao agente e uma possivel

disseminac¢do por contato direto ou indireto entre diferentes espécies animais.
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ANEXO 2

Protocolo de extracdo de DNA - kit Illustra Blood™

Spin (GE Healthcare®

genomic Prep Mini

Adicionar 20 uL de proteinase K em um microtubo.

Adicionar 300 uL de sangue total nesse mesmo microtubo.

Adicionar 400 uL de buffer de lisis e misturar usando o vortex por 15
segundos.

Incubar o microtubo na temperatura ambiente por 10 minutos

Centrifugar rapidamente para homogeneizar a amostra.

Paralelamente, montar uma minicoluna de silica dentro de um tubo coletor.
Adicionar o contetdo do microtubo dentro da minicoluna.

Centrifugar por 1 minuto a 11 000 rcf.

Remover o tubo coletor para descartar o conteido e montar a minicoluna

no mesmo tubo coletor.

10. Adicionar 500 uL de buffer de lisis a coluna.

11.Centrifugar por 1 minuto a 11 000 rcf.

12.Descartar o conteddo do tubo coletor e monta a minicoluna novamente

nele.

13. Adicionar 500 uL de buffer de lavagem a coluna.

14.Centrifugar por trés minutos a 11 000 rcf e descartar o tubo coletor, todo

ele.

15.Insertar a coluna em um microtubo novo livre de DNAse.

16. Adicionar 200 uL do buffer de elui¢édo, preaquecido a 70 °C.

17.Deixar incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

18. Centrifugar por 1 minuto a 11 000 rcf.

19.Desprezar a coluna e guardar o microtubo com o DNA a -20 °C.
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ANEXO 3

Protocolo de extracdo de DNA de sémen — Reagente DNAzol (Life

Technologies®

Adicionar 100 uL da amostra em um microtubo livre de DNAses.
Adicionar 1 mL do reagente DNAzol no microtubo contendo a amostra.
Centrifugar a 10 000 rcf por 10 minutos.

Transferir o sobrenadante a um microtubo novo.

ok~ 0N PE

Adicionar 0.5 mL de etanol 100% no microtubo contendo o
sobrenadante.

Homogeneizar invertendo o microtubo muitas vezes.

Incubar na temperatura ambiente por 1 — 3 minutos.

Centrifugar a 4000 rcf por 2 minutos.

© © N o

Retirar o DNA do fundo do microtubo utilizando as ponteiras. Passar o

DNA retirado a um microtubo novo.

10.Adicionar 0.8 — 1 mL de etanol ao 75% no microtubo com o DNA.

11.Lavar o DNA invertendo o microtubo de 3 -6 vezes.

12.Manter os microtubos verticais por 30-60 segundos para permitir que o
DNA se assente no fundo e depois decantar o etanol.

13.Repetir 10 — 12.

14.Secar o etanol dos microtubos deixando eles repousando por 5-15
segundos com as tampas abertas.

15.Adicionar 0.2-0.3 mL de 8 mM NaOH.

16.Dissolver o DNA passando o pellet pela pipeta.

17.Centrifugar o microtubo al2 000 rcf por 10 minutos para remover
matérias insolaveis.

18.Transferir o sobrenadante contendo o DNA a um microtubo novo.

19.Ajustar o pH utilizando o HEPES.



105

ANEXO 4

Termos de consentimento dos proprietarios das fazendas

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ;8\ fmvz - unesp

u ne s ‘% <ULIO DE MESQUITA FILHO™
Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zooteenia
Campus de Botucatu

Termo de consentimento Livre e Esclarecido

devidos fins que estou ciente e autorizo realizacdo do

Declaro para 0S
procedimento COLETA DE SANGUE E SEMEN BOVINO, referente o Projeto de

Pesquisa intitulado SOROPREVALENCIA, ISOLAMENTO E DIAGNOSTICO

MOLECULAR PARA LEPTOSPIROSE EM BOVINOS DE FAZENDAS DE
CRIA E DE CENTRAIS DE RECEPTORAS DE EMBRIAO DA REGIAO DE

BAURU- SP, de responsabilidade de Gabriela Pacheco Sanchez.

Nome do responsavel pela pesquisa: Gabriela Pacheco Sanchez

Nome do responsavel pelos animais: aéomob\o wnw,w A Z;Ma

RG: 34 @54 108 -9

Assinatura: jomd,w bl [/'W‘o

Data:
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA PA LS
unesp 4JOLIO DE MESQUITA FILHO™ 232 fmvz - unesp
Faculdade de Medicina Veterindria ¢ Zootecnia

Campus de Botucatu

Termo de consentimento Livre e Esclarecido

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo realizagdo do
procedimento COLETA DE SANGUE BOVINO, referente o Projeto de Pesquisa
infitulado SOROPREVALENCIA, ISOLAMENTO E DIAGNOSTICO
MOLECULAR PARA LEPTOSPIROSE EM BOVINOS DE FAZENDAS DE
CRIA E DE CENTRAIS DE RECEPTORAS DE EMBRIAO DA REGIAO DE

BAURU- SP, de responsabilidade de Gabriela Pacheco Sanchez

Nmnedorespovﬁvelpelap&smﬁm:GabrielaPad:eooSénchez

cntosl /90@4/; %ﬁ éﬂ/ﬁ_j{i’; /2

Nomedomspomivelpelosmw
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e
unesp¥ e £~ fmyz - unesp

Campus de Botucatu

Termo de consentimento Livre e Esclarecido

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo realizagdo do
procedimento COLETA DE SANGUE BOVINO, referente o Projeto de Pesquisa
intitulado  SOROPREVALENCIA, ISOLAMENTO E  DIAGNOSTICO
MOLECULAR PARA LEPTOSPIROSE EM BOVINOS DE FAZENDAS DE
CRIA E DE CENTRAIS DE RECEPTORAS DE EMBRIAO DA REGIAO DE

BAURU- SP, de responsabilidade de Gabriela Pacheco Sanchez.

Nome do responsavel pela pesquisa: Gabriela Pacheco Sanchez

Nome do responsavel pelos animais: ﬁg;a Alqema  w  leqos
RG: 09332$86-9 TxP- 3

Assinatura:

Data:

noses: "pﬁ%?’
B “l‘lhe-:l E
R 14-3811-6270 — fax: 14-3811-6075 53 higvet@fmvzunes|

By
» -
®e Q‘.c?'
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LISTA DE CODIGOS DOS SOROVARES USADOS NA ROTINA DO LABORATORIO
DE SANIDADE ANIMAL — LASAB - APTA/SAA, BAURU

CODIGO SOROVAR
1A Australis
1B Bratislava
2A Autumnalis
2B Butembo
3 Castellonis
4A Bataviae
5 Canicola
6B Whitcombi
7 Cynopteri
8A Djasiman
8B Sentot
9 Grippotyphosa
10 Hebdomadis
11A Copenhageni
11B Icterohaemorrhagiae
12 Javanica
13 Panama
14A Pomona
15 Pyrogenes
16A Hardjo
16B Wolffi
17 Shermani
18 Tarassovi
19 Andamana
21 Patoc
22 Guaricura
BOV Hardjobovis
CTG HardjoCTG
MIN Mini
PRA HardjoPrajitno
NUP Nupezo




1. Fazendas de cria 1: Touros
1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN PRA NUP

N Id

1 209 100 100 200

2| 2727 400

3 397 200 100 200 200 200 800 400

4| 12589 100 100

5| 4268 100 100 100 100 100 400 200 100 800 800

6| 13134 100 200 200 800 800 400 1600 200 1600

7 771 200

8| 1295 100

9| 12698 100 200 200 200 200 800 100 1600
10| 12678 100 100 100 400 400
11| 12940
12 385 100 100 200 100 200 400 400
13| 12802 200 400 800 400 100 800 800 1600 100
14| 13138 800
15| 2836 100 800 100
16 387 100 800 200
17| 13155 200 100 100 100 400 800
18| 12634 200 200 100 400 200
19| 13273 100
20| 12705
21| 7777 100 100 200 200
22| 13095 100 200 100 200
23| 12650 400 800 400 200 800 800
24| 12978 100 200 200 200 100 400 400
25| 13096 100 100 100 200 100 100 100 200




2. Fazenda de cria 1: Vacas
Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN  PRA NUP

1 3465 | 100 100 200 800 200 200 800 800
2 7335

3 850 800 100 100 400 200
4 184 100 100
5 1052 100 100 800 200 100 400 200 200
6 13327 100 100 100 100 200
7 18069 100 400 200 100 200
8 1374 100

9 27672 200 100 200 100 100 100 200
10 3463 100 200 800 200 200 400 200 400
11 1126 100
12 13237 400
13 279 100
14 1559 100 100 200 1600 200 200 800 100 800
15 360 100 400 3200 800 400 1600 100 800
16 1607 100 100 400 1600 400 200 800 200 1600
17 1414 100 100
18 14069 100 200 100
19 1827 100 200 400 200 100 400 200 400 100 800
20 46 100 100
21 112
22 1734 100 100 100 400 1600 100 800 1600 400 100 1600
23 325 100 200 100 100 400
24 607 100
25 304 100 200 400 200 100 400 400
26 1521
27 34 200 200




Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 6B 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN PRA NUP
28 13010 100 100 100 200
29 959 100 400 100 400
30 1224 100
31 1523
32 128 100 200 800 400 200 400 100 1600
33 13182 100 100 400
34 788 100 100 100 200 100 200 800
35 1151 100
36 1487 100 200 100 100 400
37 13079 200 200 100 200 400
38 1078 100 200 200 800 200 200 800 200 1600
39 892 200 100
40 1144 100
41 202 200 200 200 800 200 200 200 100 400
42 1084 100 100 200 200 400
43 13297 100 100 100 400 100
44 1617 400 100 200 800 200 200 800 1600
45 13261 100 200 200 400 400
46 13231 100 400 200 400 800
47 13302 100
48 1601 100 200 800 400 400 800 1600
49 14187 400 800 6400 3200 3200 6400 100 6400
50 1769 100 100
51 3486 100 100
52 3408 100 200 100 400 200 200
53 1693 100 100 400 800 400 200 400 800
54 719 100 100
55 1279 100 200
56 1051 | 100 200 200 200 800
57 1541 200 400 400 200 400 800 200 3200




Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 6B 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN PRA NUP
58 1650 100 100 200 400
59 1723 100 800 1600 800 1600 1600 100 3200
60 2035
61 1738 100 400 200 200 400 1600
62 9854 100 200
63 1324 100
64 1875 | 100 100 100 100 200
65 648
66 1050 200 100 400
67 1787 100 100
68 1679 100 100 100 400
69 9888
70 1587 200 800 1600 400 800 400 200 6400
71 928 100 400 100
72 1665 200 200 200 200 400 800
73 3498
74 1621 100 100 200 100 200 100 1600
75 1626 100 200 100 100 100 200 200
76 920 100 100
77 3441 200 200 200 200 1600 400 100 400 100 1600 1600
78 3461 100 200 1600 800 200 1600 200 3200
79 1064 100
80 765
81 1676 400
82 1719 400 400
83 3493 100 400
84 2429 200
85 583
86 1591 100 100 200
87 1424 100 800 1600 800 400 3200 1600




N Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN  PRA NUP
88 1610 400 400 1600 400 400 400 200 1600
89 1552 200
90 3459 200 400 1600 800 400 800 100 1600
91 276539
92 9853
93 13175 100 400 100 100 200 800
94 3490
95 883 200 400
96 1540 200 1600 400 200 400 1600
97 1311 100 100
98 | s/i 100 200
99 1597 100
100 | bordada 200
101 1720 200
102 13014 100 200
103 1658 100 100 100 400 400 200 400 400 100 1600 1600
104 | gaivota 100 100 100 200 200




3. Fazenda de cria 2: Touros

N ld 1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN PRA NUP
1(1382 100 100 200 200
2| 441
31401 100 100 100 200 1600
411381 100
511389 100 200 100 400 400
611385
71396 200 200 100 400 400
811395
9| 1307 100 400 200 200 800 100 400

101394 100 100 200 100 200 400 400

1111399 100 400 200

1211398 | 100 100 200 800 200 800 200 400




4. Fazenda de cria 2: Vacas

Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 7 8A 8B 9 10 11A 15 16A 16B 18 19 22 BOV CTG MIN PRA NUP
1 601 100 400 200
2 1142
3 47
4 965 200 200 100 200 1600 400 3200 1600 3200 400
5| 14333 100 100 200 100 100 800
6 1183 200
7 688
8 1435
9 3616
10 1187 100 100
11 1418 200 200 200 100 400 800 100
12 68 100 200 400
13 3444 | 200 100 100 200
14 606
15| 14351
16 1369 100 200
17| 14385 100 200 200 200 800 100 800 200
18 832 | 100 100 100 100 200 100 800
19| 14379 100
20 1197 100
21 811 100 100 100 100 400 100 800
22 521 100 200 400
23| 70863
24 9094 100 200
25| 14248 100 100 200 100 400 200 800 100
26 1136 100 100 200 200
27 314 200
28| 14392 100 100




N d 1A 1B 2A 2B 3 4A 68 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN PRA NUP
29| 5076

30 691 100 100 100 200

31| 3477

32| 2816 100 100

33 2327 200 100 200 100 200 800 200
34 1171 100 200 100 200 800 100
35 629 100 100 200

36| 9399 100 100 200 400 100 100 400 200 800
37| 5032 200 200

38 917 200 200 200
39| 9829

40| 7905 200 200 400 3200 800 800 1600 400 3200
41 78

42| 9372 100 100 400 100 100 200 400
43 102 200 200 200
44 974

45| 1034 200 400 800 100 200 1600 400 400
46 3522 100 800 100 100 200
47 709 100 100 400 100 100 800 400
48| 14313 100 200 200
49| 3575 100 100 200 100 200 400
50 170

51| 3680 100 200 800 100 100 400 400
52| 2642 100 100 200
53 199

54 245 100 200 100 100 100 400
55 158 200 800 100 200 200 1600
56 193

57 289 100 400 200 200 200 400
ss| 1762 100 200 400 100 100 800 100 400




N Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 6B 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN  PRA NUP
59 2336 200 800 6400 100 400 1600 400 1600
60 5016 100
61 69 100
62 687 100
63 1425
64 928
65 3683 100
66 653 100
67 633 100 100 200
68 1205 200 200
69 16 100 200 100
70 3279
71 113 100 100 100 200 200 1600
72 1088 100 100 200 100 100 100 800
73 1083 100 400 100 200 400
74 18 200 400 100
75 3562 100
76 42
77 1077 100 100 200 100 100 200 800
78 3564 100 100 400 100 100 400 400
79 186
80 101
81|al
82 (a5 200
83 1089 400 100 200 800
84 263 200
85 | sd-la 100 100
86 1413 200 400 200
87 1768 100
88 145 100 100




Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CIG MIN PRA NUP
89 12 100 400 200 100 400 800
90 1095 100
91 186
92 139 100 100 100 100 100 200 400
93 194 100 200 200
94 842 100 100 100 100 100 400 400
95| 21236 100 100 100 100 400 400
96 127 100
97 141
98 1099 100 100 100 400 200 200 800 400
99 70 200
100 150
101 668 100
102 107 100 200
103 1223 100
104 3| 100 100 200 400 400 400 400 1600 200 800
105 | 14396 200 400 800 200 400 800 200 800
106 3669 100 200 100 400 100 200 400 100 400
107 685 100 100 200 100 200 400 400
108 433 200 200 200
109 3474 200 200 400 200 400 1600 1600
110 340 100 100 200 400
111 299 100 100 100 200 100 400 100 200
112 1897 100 100 200 200
113 988 200 200 200
114 3685 100 100 100 100 100 100
115 3433 400 400 800 200 200 400 400 800
116 272
117 75
118 1806 100 400 200 400 200 1600




Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 6B 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CIG MIN PRA NUP
119 1811
120 1419 200
121 938 100 100
122 990 100 100 200 100 100 200 200
123 3672 100 100 200
124 3692 200 200 200
125 1836 100 100
126 1120
127 1807 100 100 200
128 900 100 100 100 200
129 3670 200 100
130 1881 100 100
131 | 14347 200 100 100
132 1784 100
133 1764 100 100
134 1766 100 200
135 9391 100 400 800 1600 400 800 1600 400 1600
136 1771 400 400 400 200 200 100 800
137 1188 100 100 100 200
138 835 100 100 100 100 200
139 1832 200 200 400 200 400 200 3200
140 341 200 200 100 100 100 200
141 1795 100
142 1885 100
143 327 200 100 100 100
144 30




N Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN PRA NUP
145 1155 100 100
146 966

147 208 100

148 7011 400 400 800 200 400 800 400 3200
149 | 14394 100 100 100 100 100 100
150 78

151 2633 100

152 866

153 1856 200 100 100 100
154 1237 100 100 200
155 1129 100 100




5. Central de Receptoras de embrido 1:

N|Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CTG MIN PRA NUP
11588
21507 200
31541 100 100
41512 400 200 100 200 200 100 800 100 400 400
5(572 100 200
6| 603|100 200 100 200 100 200 200 400 200 200 400 200 3200
7| 608 400 200 400 400 200 800 200 3200
8617 100 200 100 100 400 100 800
9488 100 400 800 3200 100 1600 800 3200 400 6400
10| 554 100 400
11582 100 200 100 100 200 400 100 800
12 (474 400
13| 570
14 | 555 100 400 400 400 400 400 1600 400 1600
15( 470 100
16 | 557 100 200 200 800 1600
17 | 568
18| 612
19 | 469 200 400 200 200 800 200 3200
20| 542 | 200 100
211527 200 800 3200 6400 1600 3200 3200 400 3200
221620 400 100 100 400 200 800
231552 100 1600 3200 3200 3200 3200 3200 1600 1600
241 475 100 200 200 200 800
251553 100 200 200 100 200
26| 574 100
271559 200 100 100 200
281537 400 400 800 400 400 1600 800 3200
291418 200 200 800 100 400
30578 200 400 800 400 400 1600 200 6400
311|562 100 100 400
32| 607 200 100 100 200 200 400 100 3200
33]589 100




6. Central de Receptoras de embrido 2:

N Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 7 8A 8B 9 10 11A 11B 12 13 14A 15 16A 16B 17 18 19 21 22 BOV CIG MIN PRA NUP
1 256 | 100 100 100 200 200 400
2 251 100 200 1600 400 400 1600 3200
3 266 200 200 3200 100 200 400 400 100 1600
4 3053 100 100 200 100 100 100 400 400
5 3531 100 200 100 200 400
6 61 100 200 400 200 200 100 200 100 800
7 50 100 100 100
8 257
9 4 200 400 1600 100 800 800 1600 100 3200

10 | girada

11 29 200 400 100 200 400

12 113 100 200 100 100 200 400

13 16 200 200 1600 100 200 800 200 400

14 12 100 100 100

15 7| 100 200 400 400 200 1600 1600

16 13 800 100 800 400 1600 3200

17 264 400 400 3200 100 400 400 1600 200 3200

18 2 100 100

19 258 100 100

20 11 100 100 200 100 100 100 400 800

21 265 100 100 100

22 32

23 | fumaca

24 963 | 200 200 400 200 200 400 800 100 800

25 5

26 267 100 200 400 200 200 400 1600

27 | cara branca 200 800 400 400 200 800

28 8 200 800 400 400 400 1600

29 | pintada 800 800 800 100 400 400 800 800 1600

30 10 200 100 200

31 9 100 200

32 2588

33 259

34 170 400 400 200 200 400 800

35 1 100 200

36 | f.503 200 100 200 200 200 100 1600




7. Central de Receptoras de embrido 3:
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Id 1A 1B 2A 2B 3 4A 5 6B 7 8A
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217
221
219
237
205
211
234
222
210

223
220
227
216
230
232
233
213
240
238
231

100

100 400 100

100

100

200 100

100
212
214 100
229 100
226 100
208
228
215
224 100
207
235
225
206 100
218

236

239

200

200
100

100
100

200

400

400 800

100
100

100

200
200

100

100
200

100 200
400
200

100
200
1600

100

100

200

200

400

800

100

100
100

100

200
200

100

400

6400

6400

800
100

200

400
800

800

1600
1600

200

1600

100

100

100
100

100

100

200

200

100

100

100
100

100
200
200

100
100

100

100

200

800

1600

400

100

100
200

200

800
400

100

1600

800

1600

400
100

200

200
200

100

400

3200
800

200

800

400

800

400

100

100
200

100
200
100
1600

6400
1600

800

3200

200

100
400

100

200

200

200
200

100

800

800

100

1600

400

200

400
400

100

400

3200
800

200

1600







