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RESUMO

A leptospirose é uma enfermidade infecto-contagiosa, de carater zoondtico,
que possui grande importancia mundial. E causada por diversas espécies de
bactérias patogénicas do género Leptospira, ocorrendo com maior frequéncia
em regides tropicais com condi¢des sanitarias precarias. A infecgéo ocorre pelo
contato direto ou indireto com a urina de animais infectados, e pode variar de
assintomatica até quadros clinicos graves que causam a morte. A leptospirose
em ovinos é responsavel por queda na produgédo animal, e por riscos para a
saude publica. O desenvolvimento de técnicas de diagnoéstico permite
identificar animais doentes, auxiliando no tratamento precoce, controle de
reservatérios, e na prevencédo da enfermidade. O presente estudo teve como
objetivo principal comparar diferentes técnicas de diagnostico na leptospirose
em ovinos. Amostras de rim, figado e sangue foram coletadas de 465 animais
provenientes de um abatedouro. O soro foi submetido a Soroaglutinagéo
Microscopica (SAM), e as amostras de rim e figado dos animais soropositivos
foram individualmente analisadas por quatro técnicas: cultivo bacteriano,
técnica de Warthin Starry (WS), PCR convencional (PCR) e PCR quantitativa
(gPCR). Amostras teciduais de 15 ovinos soronegativos, escolhidos
aleatoriamente, foram utilizadas como controles negativos. No exame
sorologico 21 animais foram positivos (4,5%) para os sorovares Hardjo (n=12),
Hebdomadis (n=5), Sentot (n=2), Wolfii (n=1) e Shermani (n=1). Os titulos
apresentados foram 100 (n=10), 200 (n=2), 400 (n=6) e 1600 (n=3). No cultivo
bacteriano nenhum animal apresentou resultado positivo; na técnica de WS
quatro animais foram positivos em amostras de rim, e nenhum de figado; na
PCR seis animais foram positivos em amostras de rim, e nenhum de figado; e
na gPCR 11 animais foram positivos, 8 em amostras de rim e trés em amostras

de figado. A quantificacdo bacteriana resultante da qPCR revelou mediana de



4,32 bactérias/uL em amostras de figado e 36,67 bactérias/uL em amostras de
rim. A gPCR apresentou a maior sensibilidade entre as técnicas, seguida da
PCR, técnica de WS e cultivo bacteriano. Houve correlagao positiva entre os
titulos obtidos na SAM e a carga de leptospiras em rim de animais
soropositivos para as sorovariantes Hardjo C.T.G. e Hardjo prajitno. A maior
frequéncia de animais soropositivos para o sorovar Hardjo corrobora com
dados presentes na literatura, onde leptospiras pertencentes ao sorogrupo
Sejroe sdo as mais comuns na espécie ovina. Diversos estudos tém
comprovado a eficiéncia das técnicas de PCR para a deteccéo de leptospiras
tanto nos animais como no homem, assim como em varios tipos de amostras
bioldgicas. Sdo escassos os trabalhos envolvendo estas técnicas em ovinos, e
nao ha registro da utilizagdo da qPCR para a pesquisa de leptospiras nesta
espécie. Os resultados do presente estudo indicam a presenca de Leptospira
spp. em amostras teciduais de ovinos, especialmente as pertencentes ao
sorogrupo Sejroe; e a qPCR & uma técnica eficiente para a deteccdo de

Leptospira spp. em amostras de figado e rim de ovinos.

Palavras-chave: leptospirose, diagnoéstico, PCR, ovinos, saude publica
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ABSTRACT

Leptospirosis is an infectious disease, of zoonotic character, which has great
importance worldwide. It is caused by several species of pathogenic bacteria of
Leptospira genera, occurring more frequently in tropical regions with poor
sanitary conditions. The infection occurs by direct or indirect contact with urine
of infected animals, and can vary from asymptomatic to severe clinical pictures
that lead to death. Leptospirosis in sheep is responsible for decrease in animal
production, and for risks in public health. The development of diagnostic
techniques allows to identifying sick animals, assisting in early treatment,
reservoirs control, and disease prevention. The present study had as main
objective to compare different techniques of leptospirosis diagnostic in sheep.
Samples of kidney, liver and blood were collected from 465 animals originated
from a slaughterhouse. The sera were submitted to Microscopic Agglutination
Test (MAT), and kidney and liver samples of seropositive animals were
individually analyzed by four techniques: bacteriological culture, Warthin Starry
(WS) technique, conventional PCR (PCR), and quantitative PCR (qPCR).
Tissue samples from 15 seronegative sheep, chosen randomly, were used as
negative controls. In serologic exam 21 animals were positive (4.5%) to
serovars Hardjo (n=12), Hebdomadis (n=5), Sentot (n=2), Wolfii (n=1) and
Shermani (n=1). The titers presented were 100 (n=10), 200 (n=2), 400 (n=6)
and 1600 (n=3). In bacteriologic culture no animal presented positive result; in
WS technique four animals were positive in kidney samples, and none in liver;
in PCR six animals were positive in kidney samples, and none in liver; and in
gPCR 11 animals were positive, 8 in kidney samples and three in liver samples.
The bacterial quantification resulting from gPCR revealed median of 4.32
bacteria/pL in liver samples and 36.67 bacteria/pL in kidney samples. qPCR
presented the higher sensitivity among the techniques, followed by PCR, WS



Xil

technique and bacteriologic culture. There was a positive correlation between
MAT titers and leptospiral load in kidney from seropositive animals to
serovariants Hardjo C.T.G. and Hardjo prajitno. The highest frequency of
animals seropositive to serovar Hardjo corroborates with data present in
literature, where leptospires belonging to Sejroe serogroup are the most
common in sheep. Several studies have proven the efficiency of PCR
techniques to detect leptospires in both animals and men, as well as in many
types of biologic samples. The studies involving these techniques in sheep are
scarce, and there is no data regarding the use of qPCR to detect leptospires in
that species. The results of the present study indicates the presence of
Leptospira spp. in tissue samples of sheep, specially those from Sejroe
serogroup; and the qPCR is an efficient technique to detect Leptospira spp. in

liver and kidney samples from sheep.

Key-words: leptospirosis, diagnostic, PCR, sheep, public health.
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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose que possui grande importancia no contexto
de saude animal e saude publica. Animais domésticos podem apresentar
queda na produgédo e, dessa forma, causar prejuizos econémicos. Além disso,
a leptospirose pode ser responsavel por uma elevada mortalidade, n&o
somente nos animais de produgcao, mas também nos animais de companhia e
no homem (LEVETT, 2001).

A leptospirose em ovinos é pouco estudada (SILVA et al., 2007), porém,
sabe-se que estes animais sdo importantes reservatérios em algumas regides
(LILENBAUM et al., 2009), e podem representar importantes fontes de infec¢ao
para o homem e para outras espécies domésticas (GERRITSEN et al., 1994).

O desenvolvimento e aprimoramento das técnicas de diagnéstico sdo
fundamentais no controle e prevencao da leptospirose. Alta sensibilidade, custo
acessivel, e mao de obra disponivel sao caracteristicas necessarias para a
implementacao de um método de diagnostico que possa ser utilizado em larga
escala. Estudos voltados para este assunto s&o realizados com maior
frequéncia para o diagnostico da leptospirose humana (MERIEN et al., 2005;
SEGURA et al.,, 2005; OOTEMAN et al.,, 2006; BOURHY et al., 2011,
THAIPADUNPANIT et al.,, 2011). Devido aos riscos de transmissdo que os
ovinos oferecem para o homem, o aperfeicoamento das técnicas de
diagnostico nesta espécie é de grande importancia em saude publica.

Existem diversas técnicas para o diagndéstico de leptospirose, sendo a
soroaglutinacdo microscépica (SAM) a mais utilizada (WHO, 2003). O campo
escuro e o cultivo bacteriano também s&o métodos empregados com
frequéncia, porém, assim com a SAM, sdo técnicas muito antigas, que
apresentam algumas desvantagens em relacéo a sensibilidade e praticidade no
diagnéstico.

A partir do inicio da década de 1990 as técnicas biomoleculares
comegaram a ser empregadas para o diagnéstico de diversas enfermidades
infecciosas, entre elas a leptospirose (CARVALHO et al., 2010). A reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) € uma das mais utilizadas. Esta técnica consiste

em pesquisar moléculas de DNA de um determinado organismo, e reproduzi-la



varias vezes para que seja possivel sua deteccdo. As principais vantagens
apresentadas pela PCR séo sua alta sensibilidade e resultado rapido, tornando
esta técnica muito Util para o diagnostico de enfermidades infecciosas, tanto
nos animais como no homem.

Com o propésito de contribuir para o diagnéstico de leptospirose, o
presente trabalho teve como objetivo principal comparar diferentes técnicas

empregadas na detecgao de Leptospira spp. na espécie ovina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

A leptospirose é causada por diversas espécies de bactérias do género
Leptospira, familia Leptospiraceae, ordem Spirochaetales. Sua nomenclatura e
taxonomia sdo complexas. Até 1989 se conheciam somente duas espécies: L.
interrogans, que agrupava as bactérias patogénicas; e L. biflexa, que incluia
bactérias sapréfitas, n&o-patogénicas, e presentes no ambiente (LEVETT,
2001; GREENE et al., 2006). Recentemente, na reunido do Subcomité de
Taxonomia da Leptospiraceae, realizada em Quito, Equador, em 2007, a
espécie L. interrogans foi reclassificada em 13 novas espécies patogénicas: L.
alexanderi, L. alstonii, L. borgpeterseni, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L.
kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii e L.
wolfii (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Estudos envolvendo a
hibridizacido de DNA sugerem que o género Leptospira deveria ser dividido em
20 espécies (CERQUEIRA e PICARDEAU, 2009). As leptospiras podem ainda
ser divididas de acordo com suas diferencas fenotipicas (ou antigénicas),
denominados sorovares. Portanto, um determinado sorovar pode compreender
mais de uma espécie de Leptospira spp.. Aproximadamente 260 diferentes
sorovares patogénicos s&o reconhecidos atualmente, agrupados em 23
sorogrupos (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Leptospiras sao bactérias flexiveis, com alta motilidade, que apresentam
movimentos giratérios ao longo de seu proprio eixo. Suas caracteristicas
morfologicas incluem formato alongado, helicoidal, comprimento de 10 a 20
pum, didmetro de 0,1 a 0,2 um, dois endoflagelos periplasmaticos ao longo de
sua extensdo, e extremidades com formato de “gancho” (QUINN et al., 2005;
GREENE et al., 2006; SLAMTI et al., 2011). Sua membrana plasmatica dupla
apresenta algumas particularidades em relacdo as outras espiroquetas
invasivas, como a presenca de lipopolissacarideos e uma grande diversidade
de proteinas transmembrana (HAAKE e MATSUNAGA, 2010).

Umidade e temperatura elevadas s&o condi¢cbes essenciais para a
sobrevivéncia da Leptospira spp. no ambiente. Temperatura de 28 a 30°C e pH



7,6, sob aerobiose, sdo condi¢des ideais para seu crescimento e multiplicacao
(LEVETT, 2001). Sua membrana citoplasmatica é muito sensivel ao
ressecamento, ocorrendo morte bacteriana em poucos minutos na auséncia de
agua. No entanto, ndo é necessaria a presenca de corpos d’agua para sua
sobrevivéncia, pois substratos umidos favorecem um ambiente adequado para
sua manutencgdo (QUINN et al.,2005).

2.2 Aspectos gerais da leptospirose nos animais

2.2.1 Epidemiologia

2.2.1.1 Distribuicao

A leptospirose é considerada uma enfermidade de distribuicdo mundial,
ocorrendo com maior frequéncia nas regides tropicais, onde as condi¢des de
umidade e temperatura contribuem para a sobrevivéncia da bactéria no
ambiente (LEVETT, 2001). A enfermidade também & comum em paises
subdesenvolvidos e/ou em desenvolvimento, os quais possuem estrutura
sanitaria deficiente. No Brasil a leptospirose é considerada uma doenca

endémica, e esta presente em todo o territério nacional.

2.2.1.2 Transmissao

A leptospirose apresenta uma caracteristica sazonal, ocorrendo com
maior frequéncia no verdo, quando os indice pluviométricos e a temperatura
sd0 mais elevados, favorecendo a dispersdo e a sobrevivéncia da Leptospira
spp. no ambiente (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). A infeccdo
ocorre principalmente de duas formas: contato direto com a urina ou tecidos de
animais infectados, durante a sua manipulagcao; ou indiretamente pelo contato
com agua ou solo umido previamente contaminados pela urina de um animal
infectado (LEVETT, 2001). Outras formas de infecgdo incluem a via
transplacentaria (FELT et al., 2011), a transmissao venérea (HARRISON e

FITZGERALD, 1988), e a inalacdo de aerossois contendo goticulas de agua



contaminada (LEVETT, 2001). Na leptospirose humana ha evidencias da
eliminacdo de leptospiras pelo leite de maes lactantes (CHUNG et al., 1963;
BOLIN e KOELLNER, 1988). A bactéria penetra ativamente ao entrar em
contato com mucosas (principalmente oral e ocular) ou solugbes de
continuidade. Também pode ocorrer a penetracdo de leptospiras pela pele
integra quando ha exposigéo prolongada (LEVETT, 2001), como por exemplo,

durante banhos em rios ou lagos.

2.2.1.3 Reservatorios

Os reservatérios de leptospirose incluem os animais susceptiveis a
infeccao pela Leptospira spp., capazes de eliminar a bactéria pela urina apés o
periodo de incubagao. Diversas espécies, tanto domésticas como selvagens,
podem atuar como reservatorios. Estes podem ser classificados como
primarios (ou de manutenc¢ado) e secundarios (ou acidentais) (LEVETT, 2001;
QUINN et al.,, 2005). Um reservatério primario é considerado altamente
susceptivel a infeccdo, sendo esta endémica, ocorrendo principalmente pelo
contato direto entre os animais durante a fase inicial da vida. Os sinais clinicos
geralmente s&do brandos, e a prevaléncia da excregdo renal aumenta com a
idade. Os reservatoérios primarios sao eficazes em manter a infec¢do renal e
eliminar leptospiras pela urina, sendo o0s maiores responsaveis pela
contaminacdo ambiental. Uma determinada espécie pode ser reservatério
primario para um sorovar, mas acidental para outros. Neste caso, a infecgédo
ndo é tdo comum, e o aparecimento de lesbes e sinais clinicos & mais
frequente. As espécies de hospedeiros acidentais exibem baixa
susceptibilidade a infecgdo, desenvolvem quadros clinicos mais graves, e sao
transmissores pouco eficientes.

A classe dos mamiferos é a mais importante e a mais estudada. Todas as
espécies pertencentes a este grupo séo consideradas potenciais reservatorios
(FELT et al.,, 2011). Os répteis e anfibios também podem se infectar e
desenvolver a infeccdo renal (MINETTE, 1983; GRAVEKAMP et al., 1991;
BISCOLA et al., 2011), mas os estudos direcionados para este grupo de

animais sao muito escassos. Pouco se sabe sobre o impacto da leptospirose



nos répteis e anfibios, bem como a importancia dos mesmos como fontes de
infeccao.

Os roedores de habito sinantrépico sdo considerados os reservatorios
mais importantes de Leptospira spp.. A espécie Rattus norvegicus,
popularmente chamada de ratazana, é o reservatorio primario de leptospiras
pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae e Ballum (LEVETT, 2001,
RAHELINIRINA et al., 2010), capaz de manter a infecgao e eliminar leptospiras
pela urina por longo tempo. Outras espécies de roedores consideradas
importantes reservatoérios incluem o rato-de-telhado, também conhecido como
rato-preto (Rattus rattus) e o camundongo (Mus musculus) (FAINE et al.,
1999a; MINISTERIO DA SAUDE, 2002; RAHELINIRINA et al., 2010). Apesar
do amplo conhecimento de que os roedores séo transmissores da leptospirose
em todo o mundo (WHO, 2003), ainda sdo escassos os estudos nessa area.
Pouco se sabe sobre a importancia das demais espécies de roedores, os
sorovares mais frequentes, suas implicagbes na saude publica, entre muitos
outros aspectos.

Muitas espécies domésticas podem atuar como fontes de infec¢do, como
0os suinos, bovinos, ovinos, caprinos, equinos e caes. Diversos estudos
realizados em varios paises tém demonstrado a presenca de leptospiras em
tecidos e urina destes animais (LANGONI et al., 1999; ROCHA et al., 2004;
SILVA et al., 2007; SOTO et al., 2007; BOMFIM et al., 2008; LILENBAUM et al.,
2009; ROJAS et al., 2010). Os gatos domésticos sdo pouco susceptiveis a
infecgdo, e possuem pouca importdncia como reservatorios de leptospirose.
Em bovinos, ovinos e caprinos, o sorovar Hardjo € o mais comum, ocorrendo
também com relativa frequéncia infec¢cdes pelos sorovares Pomona e
Grippotyphosa (FAINE et al.,, 1999a; LEVETT, 2001; OLIVEIRA et al., 2001;
QUINN et al., 2005; LILENBAUM et al., 2009; MARTINS et al., 2010; MELO et
al.,, 2010; SEIXAS et al., 2011). Em equinos os sorovares Bratislava e
Icterohaemorrhagiae sdo os mais comuns (LEES e GALES, 1994; WILLIAMS
et al., 1994; LANGONI et al., 2004; ODONTSETSEG et al., 2005), enquanto
que nos cdes sdo os sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae (LEVETT,
2001; GREENE et al., 2006; ROACH et al., 2010). Ha uma grande diversidade

de sorovares importantes na infeccdo em suinos, como Pomona, Tarassovi,



Bratislava, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e Canicola (FAINE et al.,
1999a; LEVETT, 2001; SHIMABUKURO et al., 2003; SOTO et al., 2007).

E importante levar em consideragdo que a condigdo de reservatorio
(primario ou secundario) pode variar dependendo da regido, assim como os
sorovares que ocorrem nos mesmos. O estudo dos fatores que causam essas
variagdes, as espécies mais importantes como reservatérios, e seus sorovares
mais prevalentes sdo de grande importancia para o conhecimento da

epidemiologia da leptospirose em uma determinada regido.

2.2.2 Patogenia

A infecgdo é basicamente dividida em duas fases: aguda e crbnica (ou
convalescente). Ao penetrar no organismo, as leptospiras atingem a corrente
sanguinea, e se multiplicam em diversos tecidos, principalmente pulmbes,
figado e bago. A fase aguda, também chamada de leptospiremia, dura em
média de uma a duas semanas, e se caracteriza pelo aparecimento de sinais
clinicos. Apos esta fase, os mecanismos imunolégicos diminuem a quantidade
de leptospiras no organismo, havendo uma maior concentragdo nos tecidos
onde a resposta inflamatéria € menos acentuada, principalmente nos tubulos
renais (LEVETT, 2001). Em seguida os sinais clinicos diminuem ou
desaparecem, e a producdo de anticorpos coincide com a soroconversdo do
animal (QUINN et al. 2005). Se a resposta imune nao é suficiente para debelar
a infecgcdo, o quadro clinico é mais grave, havendo manifestacdes sistémicas
que podem levar a morte. Durante a fase crbénica as leptospiras permanecem
principalmente nos rins, se aderem no epitélio dos tubulos renais (LEVETT,

2001), se multiplicam e sao eliminadas pela urina.

2.2.3 Sinais clinicos

A infecgéo por Leptospira spp. pode apresentar comportamentos distintos
(MARINHO et al., 2003) variando de assintomatica até quadros clinicos graves,
chegando a morte (FELT et al., 2011). Os roedores sinantrdpicos, considerados
0s maiores reservatérios de Leptospira spp., ndo adoecem. As manifestacdes
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clinicas geralmente estdo associadas a lesdes pulmonares, cardiacas,
hepaticas e renais (MARINHO, 2008). Os sintomas mais comuns s&o febre,
letargia, anorexia, pneumonia, ictericia, hematuria, hemorragias generalizadas
e dores musculares (FAINE et al., 1999a; FELT et al., 2011). Nos equinos sdo
comuns lesdes no globo ocular, principalmente uveite (WADA et al., 2003;
BRANDES et al., 2007). Nos animais de produc¢do, como bovinos, ovinos,
caprinos e suinos, sao muito comuns alteragcbes relacionadas ao sistema
reprodutor (LANGONI et al., 1999; QUINN et al., 2005), como aborto,
nascimentos prematuros, nascimento de filhotes fracos, retengdo de placenta,
infertilidade, orquite, agalactia e mastite. Nestes animais se observa queda da
producdo, havendo diminuicdo da taxa de crescimento, do numero de

gestacdes, numero de filhotes, e produgéo de leite.

2.2.4 Diagnéstico

O diagnostico laboratorial de leptospirose pode ser realizado por métodos
diretos, que identificam a presenca do agente etiolégico, ou indiretos, que
detectam anticorpos especificos contra leptospiras. Geralmente os métodos
indiretos sao mais utilizados, por serem rapidos, de baixo custo, e menos
laboriosos (GROOMS e BOLIN, 2005). No caso da leptospirose, nos ultimos
anos as técnicas bio-moleculares tém sido cada vez mais recomendadas para
o diagnéstico nos animais, e principalmente no homem.

Entre os métodos indiretos, também chamados de soroldgicos, os mais
utilizados sdo aqueles baseados na aglutinagdo de leptospiras. Seu uso teve
inicio pouco depois da descoberta da doenca, (MARTIN e PETTIT, 1918) e até
hoje sdo amplamente utilizados (LEVETT, 2001). A Soroaglutinagdo
Microscopica (SAM) &€ o método de referéncia para o diagnostico de
leptospirose (WHO, 2003), e consiste em adicionar ao soro uma suspenséo de
leptospiras vivas mantidas em meio de cultura. Se houver anticorpos anti-
Leptospira spp. no soro testado, as bactérias se aglutinardo, formando
complexos que podem ser observados em microscopia de campo escuro. Na

maioria das vezes ndo ocorrem reagdes cruzadas entre diferentes sorovares,
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havendo a necessidade de se utilizar baterias com diferentes sorovares para
cada anélise.

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) é outra técnica sorologica utilizada
com frequéncia (MELO et al., 2010). Sua execuc¢do é mais facil que a SAM,
pois existem kits comerciais disponiveis. Em um estudo realizado por
Cumberland et al. (2010) observou-se uma maior sensibilidade do ELISA em
relagdo a SAM em diferentes fases da infecgdo no homem. Porém, esta técnica
nao é capaz de determinar qual o sorovar ou sorogrupo infectante. O ELISA
nao é recomendado como método exclusivo de diagnéstico para leptospirose,
capaz de substituir a SAM (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Além
da SAM e do ELISA, poucos testes sorologicos tém sido empregados para o
diagnéstico de leptospirose.

Existem varios métodos diretos para o diagndstico de leptospirose. Um
dos mais antigos € a pesquisa em campo escuro em fluidos corporais, como
sangue, urina, derrames cavitarios e fluido cerebroespinhal. Esse material &
submetido a microscopia de campo escuro, permitindo a visualizagdo das
leptospiras (GREENE et al., 2006). Porém, esta técnica apresenta pouca
sensibilidade e especificidade (LEVETT, 2001), devido a intermiténcia com que
as leptospiras sao eliminadas pela urina, € a pequena carga bacteriana
presente nos demais fluidos do organismo. Resultados negativos nao
significam auséncia de Leptospira spp. no animal, e a analise de amostras
pareadas € necessaria.

O cultivo bacteriano é outra técnica muito utilizada, que consiste na
inoculagdo de sangue ou tecido renal macerado em um tubo com meio de
cultura (Fletcher ou EMJH) para que ocorra a multiplicacdo bacteriana
(GREENE et al., 2006). Ap6s incubagédo a 28°C, o material é observado em
microscopia de campo escuro para a visualizagio de leptospiras. O periodo de
incubacéo, segundo a literatura, € muito variavel (de quatro semanas a seis
meses). O cultivo bacteriano € uma técnica de baixa sensibilidade, laboriosa e
demorada (BOQVIST et al., 2003; FEARNLEY et al., 2008; LILENBAUM et al.,
2009), e tem sido cada vez menos utilizada para o diagnéstico de leptospirose.
Tanto a pesquisa em campo escuro como o cultivo bacteriano se baseiam na

morfologia das bactérias isoladas. Portanto, em casos de resultados positivos,
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deve-se considerar a ocorréncia de outros agentes da ordem Spirochaetales,
nao pertencentes ao género Leptospira.

Outros métodos diretos para o diagnéstico de leptospirose podem ser
realizados pela coloracdo das leptospiras. Dessa forma €& possivel sua
visualizagdo em microscopia comum (LEVETT, 2001). A técnica de Warthin
Starry e a técnica de Levaditti s&o as mais utilizadas, e utilizam nitrato de prata
para corar leptospiras em amostras teciduais fixadas em formol. Outros
métodos de coloragdo utilizados com menor frequéncia incluem a
imunoistoquimica e a imunfluorescéncia.

As técnicas bio-moleculares, principalmente a PCR (reacdo em cadeia
pela polimerase), tém sido muito utilizadas nos ultimos anos para o diagnéstico
de leptospirose (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2011; MAYER-SCHOOL et
al., 2011). Estas técnicas consistem basicamente na pesquisa do DNA
bacteriano, que pode ser feita tanto em amostras bioldégicas, como em
amostras de solo, agua, entre outros. Um fragmento do DNA é amplificado
muitas vezes por meio de reacbes especificas, e em seguida é submetido a
eletroforese e visualizado macroscopicamente sob luz ultravioleta (CARVALHO
et al., 2010). Embora as técnicas de PCR ainda sejam relativamente caras, seu
resultado rapido e alta sensibilidade representam um fator importante para o

diagnéstico de rotina na medicina veterinaria.

2.2.5 Tratamento

O tratamento especifico pode ser realizado por meio de antibiéticos. A
estreptomicina foi um dos primeiros medicamentos a ser utilizado (GIRIO et al.,
2005). Atualmente os antimicrobianos empregados com maior frequéncia para
o tratamento de leptospirose sdo a penicilina G cristalina, a ceftriaxona, a
doxiciclina e a ampicilina (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Outros antibiéticos
incluem os aminoglicosideos e macrolideos (TRUCCOLO et al.,, 2002).

Tratamento de suporte também deve ser realizado, de acordo com cada caso.
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2.2.6 Prevencao

A prevencao da leptospirose deve se basear no controle de roedores,
qualidade da agua que os animais tém acesso, controle da aquisicao de
animais, na vacinagao e na eliminagéo e/ou tratamento dos animais infectados
(BARTHI et al., 2003; WHO, 2003; VIJAYACHARI, et al., 2008).

Para evitar a presenga de roedores, deve-se armazenar adequadamente
os alimentos; evitar o acumulo de lixo, o qual pode fornecer alimento e abrigo
para estes animais; e utilizar ratoeiras. O uso de gatos para o controle de
roedores ndo é recomendado, pois essa pratica aumenta os riscos de
transmissao de toxoplasmose.

A agua fornecida para o consumo dos animais deve ser limpa e de fonte
segura. Agua de lagos e rios sdo consideradas potenciais vias de transmiss&o
da leptospirose. Deve-se drenar as areas alagadas, ou evitar a formagao das
mesmas, pois podem transmitir a doenga ndo somente pelo consumo, mas
pelo contato com mucosas e solugdes de continuidade.

A aquisicdo de animais é uma pratica comum na criacdo de diversas
espécies domésticas, como bovinos, ovinos, caprinos e equinos. A inclusao de
um animal infectado em um rebanho saudavel pode contribuir para a
disseminacdo da enfermidade rapidamente, e tem sido considerada um
importante fator para a ocorréncia da leptospirose. O controle da procedéncia
do animal, bem como a realizagdo de exames antes de sua aquisi¢do, sao
medidas que contribuem para a prevencgao da leptospirose (MELO et al., 2010).

Os animais identificados como portadores de Leptospira spp. devem ser
eliminados ou tratados, evitando a transmissdo para outros animais. Produtos
de aborto, como fetos e placentas, devem ser removidos e preferencialmente
incinerados, pois este material pode representar uma via de transmisséo no
caso de abortos por leptospirose.

A vacina para leptospirose esta disponivel para algumas espécies
domésticas, e seu uso contribui significativamente para a redugéo de animais
soropositivos (GERRITSEN et al., 1994). Geralmente sua aplicacdo ¢ feita
anualmente. A imunizacédo contra leptospiras é sorovar especifica (LEVETT,

2001), havendo a necessidade da inclusdo de diversos sorovares na
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formulagéo da vacina, garantindo assim uma protecéo eficaz. Isso nem sempre
ocorre, pois muitos paises em desenvolvimento ndo produzem vacinas, sendo
necessaria a utilizagdo de produtos fabricados em outros paises, os quais nem
sempre possuem 0S mesmos sorovares como prioridade. Ao adquirir uma
vacina, é importante se certificar quais sorovares estdo inclusos em sua
formulagdo, e se 0os mesmos ocorrem nos animais naquela regidao. Outro
problema da vacinagdo é sua resposta imunolégica fraca para alguns
sorovares, apresentando pouca eficiéncia em alguns casos (FAINE, 1999b).
Portanto a vacinac&do n&o deve ser adotada como Unica medida de prevencgéo
(MELO et al., 2010).

2.3 Particularidades da leptospirose ovina

A infecgdo por Leptospira spp. em ovinos é muito comum em todo o
mundo (MOTIE e MYERS, 1986; VERMUNT et al., 1994; LEON-VIZCAINO et
al., 1997; ZAMORA et al., 1999; CICERONI et al., 2000; GIRIO et al., 2004) e,
assim como os caprinos, estdo entre as espécies domésticas menos
susceptiveis a leptospirose (LEON-VIZCAINO et al., 1987). Alguns estudos tém
apontado esta espécie como importantes reservatorios, capazes de manter a
infeccao e eliminar a bactéria no ambiente (SILVA et al., 2007; LILENBAUM et
al.., 2009). Em muitos casos, a infeccdo em rebanhos ovinos esta
possivelmente associada a presenca de bovinos, os quais s&o criados
conjuntamente, e podem atuar como fontes de infecgcédo para os ovinos (MELO
et al., 2010).

Assim como na maioria das espécies, a infecgdo é subclinica. A
ocorréncia de sinais clinicos possui caracteristicas especificas em dois grupos
de animais: em individuos jovens a doenca pode se manifestar de forma aguda
e grave, apresentando ictericia, hematuria, hemoglobinuria, meningite e morte;
e em fémeas lactantes ou prenhes pode ocorrer agalactia e problemas
reprodutivos (ELLIS, 1994; QUINN et al.,, 2005). O aborto &€ comum,
principalmente nas duas ultimas semanas de gestagdo (LEON-VIZCAINO et
al., 1997; MELO et al.,, 2010). Outros sinais clinicos caracteristicos da

leptospirose ovina incluem febre alta, anemia hemolitica, irritabilidade,
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ericamento de pelos, diarréia e olhos vermelhos (DAVIDSON e HIRSH, 1980;
VERMUNT et al.,, 1994). Segundo Melo et al. (2010), os sorovares mais
associados a ocorréncia de sinais clinicos em ovinos sdo Pomona, Ballum,

Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Sejroe e Hardjo.

2.4 Aspectos de saude publica

A leptospirose possui grande importancia no contexto de saude publica. A
infeccdo com frequéncia esta associada as condi¢cdes precéarias de higiene e
infra-estrutura. O contato com agua contaminada é principal via de transmissao
da leptospirose humana (MERIEN et al., 2005), havendo um aumento do
numero de casos durante periodos de alto indice pluviométrico. A ocorréncia
de inundagbes, que obrigam as pessoas a se exporem por um longo periodo a
agua contaminada, é um fator importante e esta frequentemente associada a
ocorréncia de surtos (GREENE et al., 2006).

A leptospirose também apresenta um carater ocupacional (QUINN et al.,
2005), pois profissionais que possuem frequente contato com animais
apresentam maior risco de se infectarem, como por exemplo veterinarios,
zootecnistas, fazendeiros, funcionarios de abatedouros, entre outros. Nestes
casos a infecgdo ocorre geralmente de forma direta, ou seja, pelo contato com
a urina e/ou tecidos de animais infectados. Por outro lado, a transmissao
indireta € mais comum em profissionais que trabalham em redes de esgotos,
mineradores, pescadores, soldados, agricultores, atletas de esportes aquaticos,
entre outros. Nestes casos, o contato com agua ou solo umido contaminado é a
principal via de transmisséo (LEVETT, 2001; SEJVAR et al., 2003; RADL et al.,
2011).

Atividades de recreacdo e o ecoturismo, quando praticados na agua,
representam um importante fator que predisp&e a infeccéo por Leptospira spp..
Diversos surtos ja foram relatados envolvendo estas atividades (LAU et al.,
2010).

Assim como nos animais, o0 homem pode apresentar quadros clinicos
graves quando infectado por Leptospira spp.. Porém, a maioria das infecgdes

sdo auto-limitantes, e os sinais clinicos brandos (LEVETT, 2001), ndo havendo
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necessidade de tratamento. Os sinais clinicos observados na leptospirose
humana incluem febre, dores musculares (principalmente em panturrilhas),
calafrios, ictericia, dificuldade respiratdria, dores abdominais, sufusfes em
mucosas, dores de cabecga intensas, dores retro-orbitais, e fotofobia. Em casos
mais graves podem ocorrer complicagdes como hemorragias generalizadas,
faléncia renal e meningite asséptica (LEVETT, 2001). Ao contrario do que
ocorre nos animais de producéo, alteragcdes relacionadas ao sistema reprodutor
sdo raras. Poucos casos de aborto e morte fetal j& foram documentados na
leptospirose humana (CHUNG et al., 1963; COGHLAN e BAIN, 1969; FAINE et
al., 1984)

O homem néo é considerado uma importante fonte de infecgdo devido a
pouca frequéncia com que sio detectadas leptospiras em sua urina. Uma das
hipdéteses mais aceitas é que o baixo pH da urina humana limita a
sobrevivéncia das leptospiras apds sua excregao renal. Portanto, a transmisséo
direta entre pessoas, embora tenha sido documentada, é pouco frequente
(LEVETT, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1 Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp., seus titulos e
sorovares mais frequentes em amostras de sangue de ovinos destinados ao

abate;

3.2 Pesquisar a infecgao por Leptospira spp. em amostras de figado e rim de

ovinos soropositivos para leptospirose;

3.3 Comparar o cultivo bacteriano, a técnica de Warthin Starry, a PCR
convencional e a PCR quantitativa para a deteccao de Leptospira spp. em

amostras teciduais de ovinos soropositivos para leptospirose;

3.4 Quantificar a carga bacteriana em amostras de tecidos que apresentarem

resultado positivo na PCR quantitativa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Para determinar o numero minimo de animais que seriam necessarios
para o experimento (n) utilizou-se o programa Epi Info 3.5.1 (CDC, 2002).
Considerou-se como referéncia uma soroprevaléncia de 18,68% em rebanhos
ovinos no estado de Sao Paulo, segundo Da Silva et al. (2012), uma populagao
de 253500 ovinos abatidos no Brasil, sendo 8300 no estado de S&o Paulo,
nivel de significancia o = 5%, nivel de confianga de 95% e margem de erro de

4%. Dessa forma obteve-se um “n” de 365 animais, ajustando-se o numero
final para 465 animais.

A colheita de material biologico foi feita em um abatedouro localizado no
municipio de Sdo Manuel, SP (22° 43’ 51” S 48° 34’ 15" O), que conta com
Servico de Inspecdo Estadual — SISP, e que trabalha respeitando as normas
vigentes no Servico de Inspegao de acordo com a IN3-2000, pelo método de
eletronarcose de abate.

As analises laboratoriais e estatisticas foram realizadas no Nucleo de
Pesquisas em Zoonoses — NUPEZO, do Departamento de Higiene Veterinaria
e Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ),
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de
Botucatu, SP. Uma das técnicas de diagnoéstico empregadas no estudo foi
realizada pelo Servico de Patologia do Departamento de Clinica, Cirurgia e
Reprodugdo Animal, da Faculdade de Medicina Veterindria de Aracatuba
(FMVA), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Campus de Aragatuba, SP.

As amostras bioldgicas utilizadas, a sequéncia dos procedimentos, e as

analises realizadas estéo sintetizadas no fluxograma da figura 1.

4.2 Animais

Foram utilizados 465 animais da espécie ovina (Ovis aries), machos e

fémeas, de diferentes racgas, sendo a grande maioria mestica. As propriedades
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de origem dos animais eram do estado de Sao Paulo (73,1%, n=340), Rio
Grande do Sul (13,9%, n=65), Goias (6,4%, n=30) e Mato Grosso do Sul (6,4%,
n=30). Nao foi possivel determinar a procedéncia exata dos animais, pois em
muitos casos a propriedade de origem n&o era a mesma da qual o animal havia
sido encaminhado. Nestes casos, os animais eram adquiridos de varios locais,
e permaneciam na propriedade por pouco tempo até serem vendidos, ou até
mesmo eram revendidos diretamente, sem permanecerem na propriedade.
Outro problema para identificar a procedéncia dos animais foi a falta de
interesse dos proprietarios em fornecer informagdes referentes a sua aquisicao.

Portanto, a procedéncia dos animais se limitou ao estado de origem.

4.3 Colheita e preparagao das amostras

Foram realizadas 16 visitas ao abatedouro, durante o periodo de
Novembro de 2009 a Outubro de 2010. Em cada visita, amostras de sangue e
tecidos de aproximadamente 30 animais foram colhidas durante o processo de
abate e limpeza das carcagas. ApOs a sangria, aproximadamente 5 mL de
sangue foram coletados diretamente do animal (Figura 2), acondicionados em
tubos de ensaio de vidro (10 mL) sem anticoagulante, devidamente
identificados, e fechados com tampas de borracha. Em seguida, durante a
evisceracgao, fragmentos de figado e um dos rins foram coletados (Figura 3 a
5), armazenados em sacos plasticos e identificados. As amostras foram
transportadas em caixa térmica para o NUPEZO.

O sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos, o soro
acondicionado em microtubos de plastico (INLAB®), e imediatamente
submetidos a triagem sorolégica. As amostras de figado e rim permaneceram
armazenadas em sacos plasticos refrigeradas a -4°C até o momento do cultivo
bacteriano. Foram selecionados aleatoriamente 15 animais soronegativos para
serem utilizados como controles negativos das técnicas de diagndstico
realizadas. As demais amostras de rim e figado de animais soronegativos

foram descartadas.
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4.4 Sorologia

As amostras de soro foram testadas para anticorpos anti-Leptospira spp.
pela técnica de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM), segundo as normas do
Ministério da Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 1995). A analise sorolégica foi
utilizada como teste de triagem, e os animais soropositivos foram submetidos
as demais técnicas de diagnédstico. Foi utilizada uma bateria de antigenos
vivos, mantidas e repicadas semanalmente em meio Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) (DIFCO Laboratories®, Detroit, USA), a 28°C,
constituida de 25 sorovares e quatro sorovariantes do sorovar Hardjo: Australis,
Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi,
Cynopteri, Djasiman, Sentot, Gryppotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Wolffi,
Shermani, Tarassovi, Andamana, Patoc, Hardjo prajitno, Hardjo miniswajezak,
Hardjo C.T.G. e Hardjo bovis. Cada amostra foi inicialmente diluida em solugéo
salina tamponada de fosfatos (SST) pH 7,6 na diluicdo 1:50, adicionando-se
100 pL do soro a 4,9 mL da solugdo em tubos de ensaio de 10 mL. As mesmas
foram transferidas utilizando-se uma micropipeta para uma microplaca de fundo
chato, e dispostas horizontalmente em 29 orificios contendo 50 uL de amostra
cada. Em seguida 50 pyL de cada um dos 29 antigenos foram adicionados na
posicao vertical as amostras de soro, totalizando 100 pL de material em cada
orificio. SST pH 7,6 foi utilizado como controle negativo. As placas foram
tampadas, levemente agitadas por 20 segundos e incubadas em estufa seca a
28°C durante uma hora.

Apébs a incubacdo, uma gota de cada orificio foi transferida para uma
Idmina lisa de vidro utilizando-se uma alga bacterioldgica, e a leitura realizada
em microscopia o6tica de campo escuro (Carl Zeiss®, Alemanha), com aumento
de 100X. Foram consideradas positivas amostras que apresentaram 50% ou
mais de leptospiras aglutinadas. Posteriormente foi realizada uma nova analise
das amostras positivas, com o objetivo de identificar seu titulo de anticorpos
para o sorovar reagente. Para tanto, 100 uL das amostras previamente diluidas
a 1:50 foram transferidas novamente para uma microplaca de fundo chato, e

adicionados 50 uyL de SST pH 7,6 em outros cinco orificios dispostos
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horizontalmente ao lado da amostra. Foi realizada a diluicdo na razdo de dois,
transferindo-se 50uL do primeiro orificio para o segundo, homogeneizando-se
com micropipeta, e transferindo 50 yL do segundo para o terceiro orificio,
procedendo-se assim por diante, obtendo-se as dilui¢des 1:100, 1:200, 1:400,
1:800 e 1:1600. Em seguida foi adicionado somente o sorovar que apresentou
reacao positiva na diluicdo 1:100, transferindo-se 50 yL do mesmo para cada
um dos seis orificios contendo as amostras diluidas. O titulo final foi
correspondente a maior diluicdo que apresentou resultado positivo, conforme
descrito anteriormente (100, 200, 400, 800 ou 1600). No caso de amostras que
apresentaram reagao para mais de um sorovar, foi considerado como reagente
somente aquele que apresentou maior titulo. Amostras positivas para uma ou
mais das sorovariantes Hardjo bovis, Hardjo prajitno, Hardjo C.T.G. e Hardjo

miniswajezak foram consideradas como reagentes para o sorovar Hardjo.

4.5 Cultivo bacteriano

Imediatamente apds a triagem soroldgica, amostras de rim e figado de
animais com titulo maior ou igual a 100, independente do sorovar reagente,
foram submetidos ao cultivo bacteriano. A técnica foi realizada utilizando o
método de diluicao seriada, no qual as amostras sédo preparadas em diferentes
diluicdes com o objetivo de aumentar as chances de isolamento (SULZER e
JONES, 1978). O procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar
(Veco®, VLFS-18). As superficies dos tecidos foram esterilizadas com alcool
iodado 70%, e em seguida mantidos sob luz ultravioleta durante 20 minutos,
assim como o restante dos materiais e reagentes utilizados durante o
procedimento, que foram todos processados sob condi¢bes de esterilidade.

Foram realizados cortes na superficie de ambos os tecidos, utilizando-se
tesoura e pingas diferentes para cada érgao, e fragmentos do interior de cada
tecido, com aproximadamente 1 grama, foram utilizados para o cultivo. Os
fragmentos foram individualmente macerados em gral com pistilo, e em
seguida adicionou-se 4 mL de solugéo diluente para leptospiras (500 mL de
agua, 12,5 mg de neomicina Vansil® e 12,5 mg de nitrofurazona Rioquimica®).

Apbs homogeneizagcdo com pistilo, uma fragdo dessa mistura (1 mL) foi
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armazenada em microtubos estéreis (Microtubes Axygen, INC. USA) a -80°C
para posterior andlise pela PCR, enquanto que o restante foi submetida ao
cultivo bacteriano. Inoculou-se 0,5 mL da mistura em 4,5 mL de SST pH 7,6
estéril utilizando-se uma pipeta de vidro (2 mL) acoplada a um pipetador
automatico. Apés homogeneizacao, 0,5 mL foram novamente transferidos para
outro tubo contendo 4,5 mL de SST pH 7,6, homogeneizados e repetido o
processo para um terceiro tubo. Dessa forma obtiveram-se as diluigcdes 10°, 10"
' 102 e 10 da mistura inicial de cada 6rgéo. Cada diluigdo foi individualmente
inoculada em tubos de vidro contendo 5 mL do meio semi-sélido Fletcher
(DIFCO Laboratories®, Detroit, USA) enriquecido com soro de coelho inativado
(55°C por 40 minutos) a 10%, e em seguida incubadas em estufa
bacteriologica, a 28°C, durante 60 dias. Foi feita avaliagdo macroscépica
semanal dos tubos para pesquisa de anel de Dinger. Em casos onde o0 mesmo
foi observado, foi realizada uma avaliagdo em microscopia de campo escuro,
analisando uma gota do meio de cultura entre Iamina e laminula, com aumento
de 400X, para confirmar a presenca de leptospiras. Independente da presenca
ou ndo de anel de Dinger, a mesma analise microscoépica foi feita aos 30 e 60

dias de incubacao.
4.6 Extragdo de DNA

Para a extracao de DNA foi utilizada a mistura previamente armazenada a
-80°C. Esta apresentava uma consisténcia semi-sélida, e foi novamente
macerada utilizando um triturador Bio Vortex (biospec). Em seguida 125 uL
foram submetidos a extracdo e purificagcdo de DNA, utilizando-se o kit de
extracdo llustra Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin® kit, GE Healthcare,
pelo método proporcional (scalable method), conforme instrugao do fabricante.
Apoés a extracao, os tubos foram mantidos em refrigeragao (4°C) por 24 horas
para a estabilizacdo do DNA, e analisados em NanoVue (GE-healthcare®).
Como controle positivo da extracdo utilizou-se uma cepa de Leptospira
interrogans sorovar Hardjo, mantida em meio EMJH, previamente centrifugada
(3000 rpm por 10 minutos) e ressuspendida 2 vezes em SST pH 7,6 estéril.

Agua Miliq foi utilizada como controle negativo.
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4.7 PCR (convencional)

A PCR (ou PCR convencional) foi realizada em microtubos livres de
DNAses e RNAses (AXYGEN, INC. USA). Foram utilizados os primers Lep1 e
Lep2, descritos por Merien et al. (1992), que correspondem a sequéncia de
oligonucleotideos 38-57 (5’GGCGGCGCGTCTTAAACATG3’) e 348-368
(5'TTCCCCCCATTGAGCAAGATT3’), da estrutura primaria do gene 16 S rRNA
da Leptospira interrogans sorovar Canicola. A amplificacdo do DNA foi
realizada segundo Merien et al. (1992), com algumas modificacdes. Cada tubo
de reacdo de 0,2 mL recebeu 2,5 yL de tampéo de PCR (50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI pH 8,0), 0,75 pL de MgCl, (1,5 mM), 0,5 yL de Taq platinum
polimerase (5U/pL) (Invitrogen), 0,5 upL de solugdo de dNTP (200uM)
(Invitrogen), 0,5 pL de cada oligonucleotideo (10 pmol) (IDT), 17,5 uL de agua
ultra pura (Gibco) e 2 yL de DNA obtido na extragdo. Os controles positivos e
negativos utilizados foram os mesmos descritos na etapa de extracédo e
purificacdo de DNA. A amplificacao foi realizada no termociclador Mastercycler
ep (Eppendorf), com ciclo consistindo de uma denaturacao inicial a 94°C por 3
minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, anelamento a 63°C por
1,5 minutos, e uma extensao final a 72°C por 2 minutos para completar a
extensdo dos amplicons. Amostras positivas resultaram em um produto de 331

pares de bases.

4.8 Eletroforese

Para a visualizagcédo dos produtos obtidos, os mesmos foram submetidos a
eletroforese horizontal. Uma aliquota de 10 pyL de cada produto amplificado
foram adicionados a 2 uL de Blueduice™ (Invitrogen). Apés homogeneizagéo,
esta solucao foi submetida a eletroforese em gel de agarose 2,0% corado com
Brometo de Etidio 10mg/mL (Gibco) em solugdo tampao TBE 1x (0,09 M Tris-
HCI, 0,09 M de acido bérico, 2 mM EDTA, pH 8,3), com corrida a 90 volts por
aproximadamente 60 minutos (Electrophoresis Power Supply Model EPS 301,
GE Healthcare). A visualizacdo das bandas foi feita sob luz ultravioleta (296

nm) em transiluminador, e em seguida fotografadas e registradas utilizando o
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sistema de fotodocumentagdo GelDOC®it, UVP, GelDoc-IT™ (Imaging
System), e o programa Vision Works® LS Software. A definicio de resultados
positivos foi baseada na presenca de bandas no gel de agarose, tomando-se

como referéncia o controle positivo.
4.9 PCR quantitativa

O DNA extraido das amostras foi submetido @ PCR quantitativa (qPCR),
para a determinacdo da carga bacteriana utilizando os mesmos primers
direcionados para a regiao alvo descrita no item anterior, utilizando o sistema
SYBR®Green, por meio do equipamento StepOne™ Plus Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Para a realizagcdo da curva-padréao foi utilizado o
controle positivo da etapa de extracdo e purificagcdo, em concentracdes
decrescentes na razio de 5 (10°, 2x107, 4x107%, 8x107, 1,6x103, 3,2x10™ e
6,4x10'5), partindo-se de uma concentragdo inicial de 40000 bactérias/uL,
previamente calculada em microscopia de campo escuro.

Para o ensaio foi utilizado como volume final de reag&o 25 uL, sendo 12,5
ML de Power SYBR®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 uL de
cada primer (5 uM), 2 uL de DNA e 8,5 pL de agua MilliQ estéril. As seguintes
condi¢des foram utilizadas: 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C
por 15 s, 60°C por 1minuto e uma etapa para a curva de dissociacao de 95°C
por 15 s, 60°C por 1minuto e 95°C por 15 s. O sinal de fluorescéncia foi
adquirido nos passos de extensdo do ciclo de amplificagdo. Todas as amostras
foram processadas em duplicata. A quantidade de DNA presente nas amostras
foi expressa em relacdo a curva-padrdo que foi adicionada em cada ensaio,
sendo os valores analisados pelo software do equipamento. A quantificagao

bacteriana foi correspondente a quantificagdo do DNA.

4.10 Técnica de Warthin Starry

Apbs a triagem sorologica, fragmentos representativos de figado e rim
foram submetidos a fixagcdo em formalina tamponada a 10% por 48 horas, em

seguida lavadas em agua corrente por uma hora e armazenadas em alcool
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etilico (70%) até o momento do processamento histoldégico. As amostras foram
processadas segundo protocolo histotécnico padrdo, em séries crescentes de
alcool etilico e xileno e apods, incluidas em parafina histoldgica. Os blocos foram
cortados em micrétomo automatico (Leica®), produzindo secgbes com
espessura de 4 um. Os cortes foram desparafinizados, reidratados e corados
pela técnica de Warthin Starry (WS), segundo Prophet et al. (1992).
Inicialmente as laminas foram imersas em solugéo acidulada de nitrato de
prata a 1% e incubadas em estufa aquecida a 43°C por 30 minutos. Em
seguida a revelacdo da coloragédo ocorreu utilizando-se solugdo gelatinosa de
nitrato de prata 2% e pirocatecol, até que o tecido atingisse a tonalidade
amarronzada. As laminas foram entdo lavadas em agua corrente por 5 minutos,
desidratadas em séries crescentes de alcool etilico e xileno, e montadas com
resina sintética (Permount®) e laminula. A visualizagdo das leptospiras ocorreu
sob objetiva 100X, utilizando-se imersdo em Oleo. Foram consideradas
positivas amostras onde se observou estruturas helicoidais coradas em marrom

escuro.
4.11 Analise estatistica

A associagdo entre os resultados da SAM, PCRc, qPCR, cultivo
microbiolégico e a técnica de WS foi verificada pelo teste de McNemar. O
tratamento estatistico relacionado a performance dos resultados obtidos pela
PCR, gPCR, cultivo bacteriano e a técnica de WS foram calculados tendo a
deteccao de anticorpos como padrao-ouro, utilizando-se a planilha descrita por
Mackinnon (2000). O mesmo teste foi realizado separadamente para avaliar a
performance da PCR, cultivo bacteriano e técnica de WS utilizando a qPCR
como padrdo-ouro. As correlagdes entre os titulos de anticorpos na SAM
(independente do sorovar reagente, especifico para os sorovares mais
frequentes, e especifico para as sorovariantes mais frequentes) e as
concentracbes de DNA de Leptospira spp. determinadas pela qPCR em
amostras de rim e figado, foram analisadas pelo de teste Spearman (r). Para as
outras analises estatisticas foram utilizados os programas Epi Info 3.5.1 e
BioEstat 5.0, utilizando-se a = 5% (AYRES et al., 2007).
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ab s FMVA - UNESP - Aracatuba

FIGURA 1. Fluxograma ilustrando as amostras biolégicas utilizadas, a
sequéncia dos procedimentos, e as analises realizadas para a detecgédo de
Leptospira spp. em ovinos. Botucatu, 2011.



FIGURA 2. Coleta de sangue apo0s
sangria de ovino proveniente de
abatedouro localizado em Séo
Manuel, SP. Botucatu, 2011.
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FIGURA 3. Etapa de evisceragéo de
carcagas de ovinos em abatedouro

localizado em Sao Manuel, SP.
Botucatu, 2011.
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FIGURAS 4 e 5. Coleta de rim e fragmento de figado durante processo de
evisceragdo de ovino em abatedouro localizado em S&o Manuel, SP. Botucatu,
2011.
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5. RESULTADOS

5.1 Sorologia

No exame soroldgico (SAM) 21 animais foram positivos, correspondente a
uma soroprevaléncia de 4,5% (IC 95% 3,0-6,8%). Os sorovares reagentes
foram Hardjo (n=12), Hebdomadis (n=5), Sentot (n=2), Wolfii (n=1) e Shermani
(n=1). Os titulos apresentados foram 100 (n=10), 200 (n=2), 400 (n=6) e 1600
(n=3). Entre os 11 animais que apresentaram titulos maiores que 100, 10
reagiram para o sorovar Hardjo. Estes resultados est&do sumarizados na tabela
1.

5.2 Cultivo bacteriano

No cultivo bacteriano nenhum animal apresentou resultado positivo, tanto
em amostras de figado como de rins (Tabela 1). Quando a SAM foi
considerada a prova-padrdo ouro, a analise estatistica revelou os seguintes
resultados: x2 = 19,05; P = 0,0000; k = 0,0000 (0,0000-0,0000); sensibilidade =
0,0%; especificidade = 100,0%; VPP = indeterminado; VPN = 41,7% (Tabela
2). Quando a gqPCR foi considerada a prova-padrao ouro, a analise estatistica
revelou os seguintes resultados: x2 = 9,09; P = 0,0026; k = 0,0000 (0,0000-
0,0000); sensibilidade = 0,0%; especificidade = 100,0%; VPP = indeterminado;
VPN = 69,4% (Tabela 3).

5.3 Técnica de Warthin Starry

Na técnica de WS foram positivas amostras renais de quatro animais.
Nenhum animal apresentou resultado positivo em amostras de figado pela
técnica de WS. Estes animais apresentaram sorologia positiva para o sorovar
Hardjo com os titulos 400 (n=3) e 1600 (n=1). Nenhum animal com sorologia
negativa foi positivo na técnica de WS. Estes quatro animais também
apresentaram resultado positivo na PCR e na qPCR em amostra de rim
(Tabela 1).
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Quando a SAM foi considerada a prova-padréo ouro, a analise estatistica
revelou os seguintes resultados: x2 = 15,06; P = 0,0001; k = 0,1639 (0,0055-
0,3223); sensibilidade = 19,1%; especificidade = 100,0%; VPP = 100,0%; VPN
= 46,9% (Tabela 2). Quando a gPCR foi considerada a prova-padréo ouro, a
analise estatistica revelou os seguintes resultados: x, = 5,14; P = 0,0233; k =
0,4425 (0,1347-0,7502); sensibilidade = 36,4%; especificidade = 100,0%; VPP
=100,0%; VPN =78,1% (Tabela 3).

5.4 PCR

Na PCR convencional foram positivas amostras renais de seis animais.
Nenhum animal apresentou resultado positivo em amostras de figado pela
PCR. Estes animais apresentaram sorologia positiva para o sorovar Hardjo
com os seguintes titulos: 200 (n=1), 400 (n=4) e 1600 (n=1). Nenhum animal
com sorologia negativa foi positivo na PCR. Estes seis animais também
apresentaram resultado positivo na gPCR em amostras de rim (Tabela 1).

Quando a SAM foi considerada a prova-padréo ouro, a analise estatistica
revelou os seguintes resultados: x, = 13,07; P = 0,0003; k = 0,0025 (0,0978-
0,5830); sensibilidade = 28,6%; especificidade = 100,0%; VPP = 100,0%; VPN
= 50,0% (Tabela 2). Quando a gPCR foi considerada a prova-padréo ouro, a
analise estatistica revelou os seguintes resultados: x2 = 3,2; P = 0,0736; Kk =
0,6250 (0,3422-0,9078); sensibilidade = 54,6%; especificidade = 100,0%; VPP
=100,0%; VPN = 83,3% (Tabela 3).

5.5 qPCR

Na gPCR foram positivos 11 animais, 9 soropositivos e 2 soronegativos.
Entre os soropositivos, 3 animais apresentaram resultado positivo em amostras
de figado, enquanto que o restante dos animais foi positivo na qPCR em
amostras de rim (n=8). Nenhum animal foi positivo para ambas as amostras
teciduais. Os animais soropositivos foram reagentes para os sorovares Hardjo
(n=8) com titulos 200 (n=2), 400 (n=5) e 1600 (n=1), e para O sorovar
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Hebdomadis (n=1) com titulo 100 Ul. O unico animal reagente para o sorovar
Hebdomadis foi positivo na qPCR na amostra de figado (Tabela 1).

Quando a SAM foi considerada a prova-padrédo ouro, a analise estatistica
revelou os seguintes resultados: x2 = 5,79; P = 0,0162; k = 0,2696 (0,0096-
0,5295); sensibilidade = 42,9%; especificidade = 85,7%; VPP = 81,8%; VPN =
52,0% (Tabela 2). Os valores da gqPCR obtidas de amostras de rim
apresentaram correlagao positiva com os titulos da SAM em animais reagentes
para as sorovariantes, Hardjo Prajitno e Hardjo C.T.G. (Tabela 4).

A quantificagdo bacteriana das amostras positivas na gPCR variou de 1,7
a 8,2 bacterias/yL (bact/ pyL) em amostras de figado, resultando em uma
mediana (Md) de 4,32 bact/uL, enquanto que no rim variou de e de 5,2 a 98,3
bact/uL (Md de 36,67 bact/uL). As amostras de rim provenientes dos dois
animais soronegativos apresentaram altas concentragbes quando comparadas

com as amostras de animais soropositivos (39,5 e 98,3 bact/uL) (Tabela 1 e 5).
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TABELA 1. Resultado da SAM, PCR, gPCR, cultivo bacteriano e técnica de WS

de ovinos soropositivos para leptospirose, provenientes de abatedouro do

municipio de Sao Manuel, SP. Botucatu, 2011.

Animal Titulo / Sorovar® PCR® (bg'zgsi)* b ;‘:g;m o -Léec‘;‘vigda
A-112 100 - Hardjo (C.T.G.) - - - -
A-150 1600 - Hardjo (C.T.G.) +R +R (33,7) - +R
A-171 400 - Hardjo (pra.) +R +R (61,9) - +R
A-173 400 - Hardjo (C.T.G. e pra.) +R + R (13,5) - +R
A-174 400 - Hardjo (C.T.G.) +R +R (61,8) - +R
A-213 1600 - Hardjo (pra.) - - - -
A-215 400 - Hardjo (C.T.G.) +R +R (28,8) - -
A-229 200 - Hardjo (C.T.G.) - +F (4,3) - -
A-237 100 - Hardjo (pra.) - - - -
A-245 400 - Hardjo (C.T.G.) - +F (8,2) - -
A-247 200 - Hardjo (C.T.G. e pra.) +R +R (5,2 - -
A-256 100 - Hebdomadis - - - -
A-259 100 - Shermani - - - -
A-323 100 - Hebdomadis - +F (1,7) - -
A-344 100 - Hebdomadis - - - -
A-346 100 - Woffii - - - -
A-350 100 - Hebdomadis - - - -
A-414 400 - Hebdomadis - - - -
A-460 100 - Sentot - - - -
A-461 100 - Sentot - - - -
A-467 1600 - Hardjo (C.T.G. e pra.) - - - -

& Soroaglutinagéo microscoépica (SAM)

® PCR convencional

°gPCR

4 Técnica de Warthin Starry
C.T.G.: Hardjo C.T.G.

pra.: Hardjo prajitno

R: amostra de rim

F: amostra de figado

*bacteria/pL
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TABELA 4. Correlagao entre os titulos da SAM, independente do sorovar,
especifico para o sorovar, e especifico para a sorovariante mais frequente, e os
resultados da PCR quantitativa para a detec¢gdo de DNA de Leptospira spp. em
amostras de rim e figado de ovinos provenientes de abatedouro do municipio
de Sao Manuel, SP. Botucatu, 2011.

o . _ Valor de -
Par de variaveis Coeficiente r P (a=5%) Interpretagao
SAM x gPCR — rim 0,3162 0,0602 Correlagéo
moderada
SAM x qPCR - figado 0,2296 0,1779 Correlacgo fraca
SAM (Hardjo) x gPCR - figado 0,1809 0,2910 Correlagéo fraca
SAM (Hardjo) x gPCR — rim 0,4367 0,0077 Correlagao
moderada
i Correlacéo
SAM (CTG) x gPCR - rim 0,5228 0,0104 oderada
SAM (CTG) x qPCR - figado 0,3214 0,1347 Correlagao
moderada
SAM (PRA) x gPCR —rim 0,3042 0,1799 Correlagao
moderada

SAM (PRA) x gPCR - figado - - -

SAM: soroaglutinagdo microscopica

gPCR: PCR quantitativo

SAM (CTG): amostras reagentes para a sorovariante Hardjo C.T.G, excluindo-
se as demais amostras reagentes

SAM (PRA): amostras reagentes para a sorovariante Hardjo prajitno, excluindo-
se as demais amostras reagentes

gPCR - rim: resultados das amostras de rim pela qPCR

gPCR - figado: resultados das amostras de figado pela gPCR
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TABELA 5. Mediana (Md), percentil 25% (P25) e 75% (P75) da carga
bacteriana (bactérias/uL) aferida pela gqPCR em amostras de rim e figado de
ovinos soropositivos para leptospirose provenientes de abatedouro do
municipio de Sdo Manuel, SP. Botucatu, 2011.

Orgao Mediana Percentil 25% Percentil 75%
Rim 36,67 25,04 61,89
Figado 4,32 3,05 6,29

B BY] RS VSRR e
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FIGURA 6. Eletroforese horizontal de amostras renais e hepaticas de ovinos
submetidas a PCR, ilustrando as bandas de amostras positivas (setas verdes),
controles positivos (setas azuis), controles negativos (setas vermelhas) e os
marcadores moleculares (ladder) (setas brancas). Botucatu, 2011.
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FIGURA 7. Grafico ilustrando a intensidade de fluorescéncia emitida por duas
amostras renais de ovinos positivas (setas verdes) pela PCR quantitativa, de
acordo com o ciclo de amplificagdo. As demais amostras séo referentes a

curva-padrao. Botucatu, 2011.
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FIGURA 8. Imagem de microscopia 6ptica comum (100x) de tecido renal de
ovino soropositivo pra leptospirose, corado pela técnica de Warthin Starry,

ilustrando estrutura compativel com leptospira (seta azul). Botucatu, 2011.
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6. DISCUSSAO

A prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. nos animais estudados
pode ser considerada baixa. No Brasil a infeccdo em ovinos foi descrita pela
primeira vez por Santa Rosa e Pestana de Castro (1963), no estado de Sao
Paulo. Os autores verificaram uma soroprevaléncia de 34%, onde os sorovares
prevalentes foram Canicola e Icterohaemorrhagiae. Desde entdo, diversos
inquéritos sorolégicos tém demonstrado a ampla distribuicdo de leptospiras em
rebanhos ovinos em varias regides do Brasil. Um estudo realizado em 846
ovinos no estado de S&o Paulo revelou uma soroprevaléncia de 8,6%
(BARBUDO FILHO et al.,, 1999). No entanto, estudos realizados no Brasil
indicam resultado de prevaléncia superiores as encontradas no presente
estudo e por Barbudo et al. (1999). Outro estudo realizado no estado de Sao
Paulo avaliou a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. em amostras de
sangue de 356 ovinos, obtendo-se prevaléncia de 44,65% pela SAM
(LANGONI et al., 1995). No Piaui, Carvalho et al. (2011) estudaram amostras
de sangue de 119 ovinos provenientes de um abatedouro, e obtiveram
soroprevaléncia de 28,6%. No estado do Rio de Janeiro, Martins et al. (2011)
estudaram diferentes rebanhos de ovinos, totalizando 308 animais, os quais
apresentaram soroprevaléncia de 47,4%. Nas regides Sudeste e Sudoeste do
Estado do Rio Grande do Sul, Herrmann et al. (2004) observaram uma
soroprevaléncia de 34,26% em 1360 ovinos provenientes de 136 fazendas.

Porém, prevaléncias baixas também s&o descritas, inclusive em outros
paises. No Chile Zamora et al. (1999) detectaram 5,7% de ovinos soropositivos
entre os 629 estudados, provenientes de 11 propriedades. Na ltalia Ciceroni et
al. (2000) estudaram amostras de sangue de 313 ovinos, e obtiveram 6,1% de
positividade, utilizando uma grande quantidade (28) de sorovares na SAM,
assim como o presente estudo. No Distrito Federal, Brasil, Seixas et al. (2011)
obtiveram soroprevaléncia de 3,0% em 157 ovinos estudados. Em Trinidad e
Tobago, um estudo com 222 ovinos detectou 5,0% de animais soropositivos
(SUEPAUL et al., 2011). Portanto, rebanhos ovinos podem apresentar taxas de
infecgdo extremamente diferentes, dependendo da regiéo e das condigbes em

que cada estudo foi realizado.
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A comparagcdo de prevaléncias de diferentes estudos envolvendo
inquéritos sorolégicos ndo é conveniente, pois diversos fatores estéo
relacionados com a ocorréncia da enfermidade em cada local, com as técnicas
utilizadas e, principalmente, porque a soroprevaléncia depende da quantidade
de sorovares utilizados na SAM. No presente estudo ndo foi possivel
determinar os fatores envolvidos na baixa soroprevaléncia apresentada.

Embora a maioria dos animais tenha apresentado reagéo positiva para o
sorovar Hardjo, ndo se pode afirmar que este foi o sorovar infectante, pois
reagbes cruzadas podem ocorrer, especialmente com sorovares pertencentes
ao mesmo sorogrupo (GROOMS e BOLIN, 2005). Portanto, pode-se dizer que
a maioria dos animais estudados, em algum momento, se infectou com
leptospiras pertencentes ao sorogrupo Sejroe, no qual o sorovar Hardjo esta
incluso. Diversos estudos tém apontado este sorogrupo como o mais
prevalente em rebanhos ovinos (MOTIE e MYERS, 1986; HERRMANN et al.,
2004; LILENBAUM et al., 2009; SEIXAS et al., 2011), bem como sua relagéo
com problemas reprodutivos (CLARK, 1994; MARTINS et al., 2011). Cousins et
al. (1989) observaram que ovinos sem contato prévio com bovinos eram
capazes de manter a infeccdo pelo sorovar Hardjo por mais de 11 meses,
demonstrando a importancia da espécie ovina como reservatério para este
sorovar. Segundo Lilenbaum et al. (2009), o sorogrupo Sejroe é responsavel
por um grande numero de infeccdes em rebanhos de ovinos, causando
desordens reprodutivas e infeccdo renal crénica. No presente estudo, os
animais reagentes para o sorogrupo Sejroe, bem como seu rebanho de origem,
apresentavam risco de desenvolver leptospirose.

Os sorogrupos Pomona, Icterohamorrhagiae e Autumnalis também sao
descritos com frequéncia na espécie ovina (ZAMORA et al., 1999; FAVERO et
al.,, 2002; GIRIO et al.,, 2004; SUEPAUL et al.,, 2011), mas nao foram
detectados no presente estudo. O segundo sorogrupo mais frequente nos
animais estudados foi o Hebdomadis (n=5). Este sorogrupo raramente é
descrito em ovinos no Brasil, e pouco se sabe sobre seu impacto nesta
espécie. Hathaway et al. (1982) estudaram amostras de sangue de 3722
ovinos provenientes da Inglaterra e do Pais de Gales, e observaram que 2,0%
dos animais apresentavam reacao positiva para o sorovar Hebdomadis. Ellis et

al. (1983) associaram a infeccdo por este sorogrupo a nascimentos
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prematuros, abortos e morte em ovinos. No presente estudo os cinco animais
reagentes eram provenientes de trés propriedades diferentes, indicando que
nao se trata de um determinado rebanho que apresentou esta particularidade,
mas sim que existe uma pequena propor¢cdo de animais em diferentes regides
gue tiveram contato com este sorogrupo.

Embora a SAM ainda seja considerada o método de diagnostico de
eleicdo para leptospirose (WHO, 2003), assim como qualquer método
sorolégico, ela ndo é capaz de detectar a presenca de leptospiras. Animais
com sorologia positiva possuem anticorpos, indicando que em algum momento
de sua vida tiveram contato com o agente etiolégico da enfermidade. Portanto,
deve-se analisar e interpretar com cuidado a anélise estatistica quando a SAM
for considerada como prova padrao ouro, € nido subestimar os valores de
sensibilidade e VPP, uma vez que as demais técnicas de diagnéstico
analisadas consistem em métodos diretos, que dependem da presenca do DNA
bacteriano. Estes valores devem ser analisados conjuntamente, e ndo como
valores absolutos de cada técnica, uma vez que o objetivo do trabalho foi
comparar diferentes métodos diagnésticos.

Por outro lado, quando a gPCR foi considerada a prova padrao ouro, os
valores de sensibilidade, VPP e VPN foram mais elevados, pois esta se
comparando uma técnica direta (QPCR) com outras que também s&o diretas
(cultivo bacteriano, PCR e técnica de WS). O motivo pelo qual a gPCR também
foi utilizada como prova padrdo ouro na analise estatistica & pela sua alta
sensibilidade, ndo somente para o diagnéstico de leptospirose no homem
(MERIEN et al., 2005), mas de diversas enfermidades de carater infeccioso e
parasitario (BELANGERO, 2010).

O cultivo bacteriano ndo apresentou resultado positivo para os animais
estudados. Diversos estudos demonstram resultados similares, onde a taxa de
isolamento € muito baixa ou nula. Azevedo et al. (2004) estudaram 80 ovinos
provenientes de um abatedouro localizado na regido Nordeste do Brasil, e
obtiveram quatro animais positivos no cultivo bacteriano de amostras de rins.
Na Espanha Leon-Vizcaino et al. (1987) isolaram leptospiras em seis surtos de
abortos entre os 25 estudados, utilizando tecidos e fluidos de fetos ovinos e
caprinos. No estado do Rio de Janeiro, Lilenbaum et al. (2009) realizaram

cultivo bacteriano em amostras de urina de 40 ovinos soropositivos,
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redundando todos negativos. Estudos em outras espécies animais demonstram
resultados semelhantes. Fearnley et al. (2008) pesquisaram amostras de rim
de 204 suinos com histérico de problemas reprodutivos, sendo 180
soropositivos pela SAM e 25 pela qPCR, e ndo obtiveram resultado positivo
pelo cultivo bacteriano. Harkin et al. (2003) estudaram amostras de urina de
500 caes, e obtiveram resultados positivos em 41 casos pela PCR e nenhum
pelo cultivo bacteriano. Estes estudos demonstram a baixa taxa de isolamento
de leptospiras pelo cultivo bacteriano, bem como sua inferioridade em relagcéo a
PCR.

O cultivo de leptospiras € considerado uma técnica de baixa sensibilidade,
laboriosa e demorada (BOQVIST et al., 2003; GROOMS e BOLIN, 2005;
FEARNLEY et al., 2008; LILENBAUM et al., 2009). Quando isoladas in vivo,
leptospiras apresentam uma baixa taxa de crescimento (HEALTH et al., 1965),
e até mesmo baixos niveis de contaminagdo por outras bactérias podem
comprometer sua multiplicagdo. Adler et al. (1986) constaram que o maior
problema no cultivo de leptospiras € a contaminagdo por outros micro-
organismos, especialmente quando se utilizam tecidos que nado foram
coletados de forma asséptica. Outros fatores, ainda ndo esclarecidos, estdo
envolvidos na dificuldade em se obter cultivos positivos. Amostras de urina
positivas em campo escuro, demonstrando a presenca de espiroquetideos no
material, podem apresentar resultado negativo no cultivo bacteriano
(LILENBAUM et a., 2008; LILENBAUM et al., 2009). Portanto, esta técnica ndo
€ recomendada para diagnéstico rapido ou estudos epidemiolégicos (BOQVIST
et al, 2003; AHMED et al.,, 2009). Os resultados confirmam a baixa
sensibilidade do cultivo bacteriano para a deteccdo de Ileptospiras,
corroborando com dados presentes na literatura.

Com frequéncia se utiliza o antimicrobiano 5-fluorouracil para o cultivo de
leptospiras, com o objetivo de reduzir os riscos de contaminagao. No presente
estudo esta droga ndo foi utilizada porque, segundo Ris (1974), no meio
Fletcher o 5-fluorouracil perde seu efeito inibidor. Segundo o autor, seu uso é
recomendado quando se utilizam outros meio de cultura. Sdo escassos o0s
estudos relacionados a eficiéncia de antimicrobianos no cultivo de leptospiras,
e nao se pode afirmar que o uso do 5-fluorouracil poderia resultar em cultivos

positivos no presente estudo. Outro fator a ser considerado é a presenca de
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leptospiras mortas no tecido, pois neste caso o cultivo resultaria negativo, e as
analises de PCR positivas. Porém, a técnica de WS revelou a presenca de
espiroquetas integras no tecido renal de quatro animais, indicando que, pelo
menos nestes casos, € pouco provavel que as leptospiras estivessem mortas.

Os resultados obtidos indicam que o cultivo bacteriano apresenta boa
especificidade e VPN moderado, mas baixa sensibilidade para a deteccéo de
Leptospira spp. em amostras teciduais de ovinos. Esta técnica deve ser
recomendada para estudos focados no isolamento in vitro de leptospiras vivas
e, segundo Wuthiekanun et al. (2007), possui papel importante em estudos
epidemiologicos, pois permite estudar a patogénese da leptospira isolada. O
cultivo bacteriano n&o € recomendado para o diagnostico rapido de
leptospirose na pratica veterinaria, pois além da sua baixa sensibilidade, é
longo o tempo necessario para obter seu resultado.

A técnica de WS apresentou resultados superiores ao cultivo bacteriano,
mas inferiores aos demais métodos. Quatro animais foram positivos em
amostras de rim, demonstrando que esta técnica é capaz de detectar
leptospiras em amostras teciduais de ovinos. Poucos estudos foram realizados
utilizando esta técnica para a pesquisa de Leptospira spp., especialmente em
ovinos, e seu uso é mais frequente para a deteccdo de Helicobacer pylori (KIM
et al., 2009), uma espiroqueta semelhante a Leptospira spp..

Um importante estudo foi realizado recentemente por Carvalho et al.
(2011) no Piaui. Os autores estudaram 119 ovinos provenientes de um
abatedouro, e obtiveram 8 animais positivos pela técnica de WS em amostras
de rins. A propor¢do de animais positivos pela técnica de WS e positivos na
sorologia (8/43, 18,9%) foi semelhante aos descritos no presente trabalho
(4/21, 19,0%).

Em equinos a técnica de WS ja foi utilizada em diversos tipos de tecidos,
como rim, placenta, figado e corddao umbilical, obtendo-se resultados positivos
(HODGIN et al., 1989; POONACHA et al, 1993; WADA et al, 2003;
SEBASTIAN et al., 2005; LEON et al., 2006). A pesquisa em amostras de rins
de caes também ja foi realizada com sucesso em estudos descrevendo lesbes
renais por Leptospira spp. (SCANZIANI et al., 1995; ORTEGA-PACHECO et

al., 2008). No homem, a deteccao de leptospiras pela técnica de WS ja foi
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realizada em amostras do epitélio intestinal de um paciente com diagnéstico de
colite crénica (DE BRITO et al., 1996).

Chappel et al. (1992) compararam diferentes técnicas de diagnostico para
leptospirose em amostras de rim de 368 suinos, e encontraram resultados
positivos em 9 animais pela técnica de WS e 27 positivos pelo cultivo. Neste
estudo os autores descreveram a baixa sensibilidade da técnica de WS (20%)
em relagdo aos demais métodos utilizados. Hunter et al. (1987) obtiveram
resultados similares aos de Chappel et al. (1992) em um estudo com suinos na
Africa do Sul. Em 20 amostras de rim positivas pelo cultivo bacteriano,
nenhuma foi positiva pela técnica de WS. Estes resultados indicam que novos
estudos devem ser realizados para se determinar a eficiéncia da técnica de WS
em relagdo ao cultivo bacteriano, considerando-se os resultados conflitantes de
acordo com a literatura consultada.

A técnica de WS apresenta como principal vantagem a visualizacao direta
do agente, permitindo determinar sua distribuicdo e localizacdo no tecido
estudado (GROOMS e BOLIN, 2005). Por outro lado, sua realizagdo é
laboriosa, os procedimentos e a leitura das laminas devem ser feitos por
pessoas treinadas e experientes, e sdo necessarios tecidos do animal, o que
dificulta sua aplicagdo no diagnéstico ante morten, bem como sua utilizacdo em
larga escala.

Quando a SAM foi considerada como prova-padréo ouro, a sensibilidade
da técnica de WS foi baixa (19,1%). Mas quando comparada com a qPCR, sua
sensibilidade foi mais elevada (36,4%). Os resultados indicam que a técnica de
WS apresenta alta especificidade (100,0%), alto VPP (100,0%), e VPN de
moderado (46,9%) a alto (78,1%), dependendo da analise, podendo ser
utilizada para a deteccao de leptospiras em amostras de rim de ovinos. Devido
as desvantagens ja& mencionadas, seu uso & recomendado para o diagnostico
post morten, especialmente quando se deseja visualizar a bactéria no tecido
estudado.

No presente estudo a PCR apresentou resultados superiores ao cultivo
bacteriano e a técnica de WS, mas sensibilidade inferior 8 gqPCR. A PCR vem
sendo utilizada para o diagnostico de enfermidades infecciosas ha alguns anos,
apresentando muitas vantagens em relagdo a outros métodos tradicionais. Sua

eficiéncia em detectar DNA de Leptospira spp. em urina de animais infectados
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€ comprovada desde 1989 (VAN EYES et al.,, 1989). Segundo Hernandez-
Rodriguez et al. (2011), o diagnéstico de leptospirose pela PCR é rapido,
preciso e confiavel. Varios protocolos ja foram testados em diferentes espécies
de animais (WOODWARD, 2001), como bovinos, cées, suinos, roedores e
morcegos (COX et al.,, 2005; FEARNLEY et al., 2008; ROJAS et al., 2010;
FELT et al., 2011; MAYER-SCHOOL et al., 2011). Apesar das diferentes
técnicas utilizadas, e das diferentes espécies animais estudadas, a PCR tem
demonstrado alta sensibilidade na deteccdo de DNA de Leptospira spp. em
diversos tipos de amostras biolégicas, como sangue, plasma, soro, urina, rim,
humor aquoso, derrames cavitarios e sémen (MERIEN et al., 1993; MERIEN et
al., 1995; HEINEMANN et al., 2000; LEVETT et al., 2005; FEARNLEY et al.,
2008; LILENBAUM et al., 2009; BOURHY et al., 2011; PINNA et al., 2011).
Alguns estudos compararam a PCR com outras técnicas tradicionais para o
diagnéstico de leptospirose, como o0 campo escuro e o cultivo bacteriano, €, na
grande maioria dos casos, a PCR apresenta resultados superiores.
(WAGENAAR et al.,, 2000; HARKIN et al., 2003; LILENBAUM et al., 2008;
LILEMBAUM et al., 2009; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2011).

O uso da PCR para pesquisa de DNA de leptospiras em amostras
teciduais de ovinos é muito rara. Alguns autores, em estudos semelhantes,
descreveram a importancia desta espécie como reservatérios de Leptospira
spp.. Um importante trabalho foi realizado por Lilenbaum et al. (2009) no
estado do Rio de Janeiro. Utilizando a técnica de PCR, cultivo bacteriano e
campo escuro em amostras de urina, os autores identificaram a infeccdo por
Leptospira spp. em 6 ovinos entre os 40 soropositivos amostrados, obtendo
maior positividade pela técnica de PCR. Os mesmos autores encontraram
resultados similares ao utilizar sémen e secrec¢bes vaginais ao invés de urina,
confirmando a maior sensibilidade da PCR em relagéo ao cultivo e ao campo
escuro (LILENBAUM et al., 2008). Na regido Sul do Brasil, Silva et al. (2007)
estudaram 44 ovinos provenientes de um abatedouro, e analisaram amostras
de rins de 10 animais, obtendo resultado positivo em uma amostra pela PCR e
pela cultura bacteriana. Felt et al. (2011) estudaram amostras de rim de 25
ovelhas no Egito pela PCR e cultivo bacteriano, mas ndo encontraram

resultado positivo.
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O custo relativamente elevado e a necessidade de técnicos experientes é
um obstaculo para a implementacido da PCR na maioria dos laboratérios de
diagnostico. Nos ultimos anos seu uso tem se tornado mais frequente, e sua
popularizacdo demonstra que no futuro seu custo sera mais acessivel, assim
como mais profissionais estardo especializados nesta técnica. Outro problema
apresentado pelas técnicas de PCR é que nao identificam microorganismos
vivos, podendo apresentar resultado positivo em amostras contendo somente o
DNA do agente etiologico estudado.

Assim como na técnica de WS, a PCR apresentou melhor sensibilidade
quando a gPCR foi utilizada como padrdo ouro (54,6%), alta especificidade
(100,0%), VPP alto (100,0%) e VPN de moderado a alto (50,0 e 83,3%),
demonstrando a eficiéncia desta técnica na detecgdo de Leptospira spp. em
amostras de rim de ovinos. Seu uso é recomendado para estudos
epidemioldgicos direcionados para a identificacédo de animais infectados, bem
como para o diagnéstico de leptospirose em ovinos.

A gPCR apresentou a maior sensibilidade em relacdo aos demais
métodos utilizados. Seu uso € mais recente no diagnédstico de leptospirose do
que a PCR convencional. E considerada uma técnica de alta sensibilidade e
especificidade, que possibilita também a quantificacdo do DNA na amostra
estudada (KALTENBOECK e WANG, 2005). Diversos estudos t¢m comprovado
sua alta eficiéncia na detecgao de leptospiras (LEVETT et al., 2005; AHMED et
al., 2009; STODDARD et al., 2009; BEDIR et al.,, 2010). A qPCR é mais
utilizada para o diagnéstico de leptospirose em humanos (MERIEN et al., 2005;
SEGURA et al., 2005; BOURHY et al., 2011; THAIPADUNPANIT et al., 2011),
sendo os estudos em animais escassos.

N&o ha descricbes sobre o uso da qPCR para a detecc¢do de leptospiras
em ovinos. Trabalhos conduzidos em diversas espécies domésticas tém
comprovado sua alta sensibilidade em relagdo a outras técnicas. Um estudo
realizado em 204 suinos utilizou o cultivo bacteriano e a qPCR para a pesquisa
de leptospiras em amostras de rim, obtendo-se resultado positivo em 25
animais pela qPCR e nenhum pelo cultivo bacteriano (FEARNLEY et al., 2008).
Rojas et al. (2010) pesquisaram leptospiras na urina de 525 caes em Dublin,
Irlanda, e obtiveram resultados positivos em 37 (7,05%) animais pela gPCR. A

pesquisa de leptospiras pela qPCR também tém sido realizada em diferentes



50

espécies de animais selvagens, como roedores e morcegos (COX et al., 2005;
RAHELINIRINA et al., 2010).

No presente estudo trés animais soropositivos, cujas amostras de figado
apresentaram baixa carga bacteriana (1,7, 8,2 e 4,3 bact/uL), foram positivos
somente na qPCR. Além disso, amostras de rim de dois animais soronegativos
apresentaram resultado positivo por esta técnica, o que pode ser justificado
pela fase aguda da infec¢do nas quais os animais se encontravam. Durante
esta fase € comum o resultado sorol6égico negativo, pois o organismo ainda néo
produziu anticorpos (MERIEN et al.,, 1995; LEVETT, 2001; MERIEN et al.,
2005). Além disso, a fase aguda se caracteriza por uma grande quantidade de
bactérias circulantes em diversos tecidos e, conforme os resultados da qPCR,
estes dois animais apresentaram carga bacteriana elevada (39,5 e 98,3
bact/uL) quando comparados com os animais soropositivos. Devido ao
resultado soroldgico negativo destes dois animais com diagnéstico precoce, a
especificidade da qPCR foi inferior ao das demais técnicas quando a SAM foi
considerada como prova padrao ouro. Conforme discutido anteriormente, os
animais soronegativos positivos na qPCR provavelmente se encontravam na
fase aguda da infecgéo, sem tempo habil para soroconversao, ndo se tratando
de resultados falso positivo. Desta forma, a especificidade da gPCR n&o deve
ser subestimada.

Os resultados indicam que a gPCR possui alta sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN quando comparada com as demais técnicas, e seu
uso é indicado para a detecgdo de DNA de Leptospira spp. em amostras de rim
e figado de ovinos. A correlagéo positiva entre a carga bacteriana de rim de
animais soropositivos e os titulos obtidos na SAM para animais reagentes para
as sorovariantes Hardjo C.T.G. e Hardjo prajitno, indicam que quanto maior o
titulo para estas sorovariedades, maior a carga de leptospiras no rim.

A menor concentracdo de DNA bacteriano foi de 1700 bact/uyL em uma
amostra de figado. Embora diferentes qPCRs tenham sido realizadas para o
diagnéstico de leptospirose, alguns estudos tem demonstrado que esta técnica
€ capaz de detectar quantidades ainda menores de DNA bacteriano
(FEARNLEY et al., 2008; AHMED et al., 2009; BOURHY et al., 2011). Nao é
possivel afirmar se este é o limiar minimo de detec¢ao da qPCR utilizada neste

estudo.
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Em todas as técnicas o rim apresentou maior positividade do que o
figado, o que pode ser justificado pela quantificacdo bacteriana apresentada
pela gPCR, pois amostras positivas de rim possuiam valores muito superiores
(36,67 bact/uyL ) aos de figado (4,32 bact/uL). Durante a fase crbnica da
infecgdo o rim € o tecido de eleicdo para a colonizagdo por leptospiras. No
presente estudo optou-se por trabalhar com amostras de figado porque este
6rgao é com frequéncia afetado durante a fase de leptospiremia (ADLER e DE
LA PENA MOCTEZUMA, 2010); e devido a auséncia de estudos comparando
diferentes tecidos. Marinho et al., (2006) observaram resultados similares em
um estudo com hamsters experimentalmente infectados por Leptospira
interrogans sorovar canicola. Pode-se concluir que o rim apresenta resultados
superiores ao figado para a pesquisa de Leptospira spp., independente da
técnica utilizada.

Os primers utilizados tanto na PCR como na qPCR foram desenvolvidos
por Merien et al. (1992), e estdo entre os mais utilizados para este propésito
(LEVETT, 2001). Conforme descrito pelos autores, estes primers nado sao
capazes de diferenciar leptospiras patogénicas de nio patogénicas, o que
poderia representar um problema segundo alguns estudos. Mas, segundo
Merien et al. (2005), na pratica este problema é minimo, se ndo nulo, quando
se utilizam amostras clinicas, como sangue, urina e tecidos. No presente
estudo foram utilizadas amostras de rim e figado, e a infeccdo destes tecidos
por leptospiras ndo patogénicas é muito improvavel. O mesmo pode ser dito
em relagcdo a contaminacdo destes tecidos durante sua manipulagédo no
abatedouro. Porém, ao se utilizar amostras ambientais, como solo e agua,
estes primers podem detectar leptospiras ndo patogénicas e, dependendo do
objetivo do estudo, seu uso n&o é recomendado.

A SAM é considerada o método de diagnéstico de referéncia para
leptospirose (WHO, 2003). Animais e humanos apresentando titulos de
anticorpos elevados, ou aumento de titulo em amostras pareadas, sao
sugestivos de infec¢do ativa (LEVETT, 2001). Mas durante a fase aguda da
infecgéo, quando se iniciam os sinais clinicos, € comum a SAM apresentar
resultado negativo, pois o organismo ainda nao produziu anticorpos especificos
(MERIEN et al., 2005). Em um estudo realizado por Cumberland et al. (1999), a

SAM apresentou sensibilidade de apenas 30% durante a fase aguda da
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infecgdo em pacientes humanos. Na maioria dos casos, € durante esta fase
que o proprietario/paciente procura atendimento médico. Portanto, pacientes
com leptospirose aguda podem vir a Obito antes de apresentar sorologia
positiva (BROWN et al., 1995; CUMBERLAND et al., 1999). Outros problemas
apresentados pela SAM incluem a necessidade de se utilizar baterias com
diferentes sorovares, sua manutencdo, os riscos aos quais os profissionais se
expbem ao lidar com esse material, subjetividade da interpretacdo de
resultados positivos, e falta de consenso sobre qual titulo deve ser considerado
como indicativo de infecgdo (CUMBERLAND et al., 1999; GROOMS e BOLIN,
2005; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2011).

Os métodos de diagnéstico diretos apresentam vantagens em relagédo ao
diagnéstico sorolégico, pois detectam o agente, e ndo anticorpos. No presente
estudo a gqPCR foi a técnica mais eficiente para detectar leptospiras em
amostras teciduais de ovinos. Porém, a qPCR & uma técnica menos acessivel
e de custo mais elevado do que a PCR. Entre os métodos diagnésticos de
leptospirose testados no presente estudo, recomenda-se a qPCR e, como
segunda opgédo, a PCR convencional.

No homem tanto a PCR como a qPCR tem sido recomendadas para o
diagnéstico precoce de leptospirose utilizando amostras de sangue, plasma e
soro (MERIEN et al., 1995; LEVETT et al., 2005 MERIEN et al., 2005:
OOTEMAN et al.,, 2006; BOURHY et al., 2011). Novos estudos devem ser
realizados utilizando diferentes tipos de amostra, com o objetivo de contribuir
para o diagnéstico ante morten, ndo somente de ovinos, mas também de
outras espécies domésticas e selvagens.

O diagnéstico final de leptospirose deve ser embasado na associagéo de
provas diagnésticas, considerando-se ainda os aspectos clinicos e
epidemiol6gicos. Dessa forma, diminuem-se os riscos de diagnésticos falsos
negativos.

Os resultados do presente estudo confirmam a presenca de leptospiras
em amostras teciduais de ovinos. Com uma excecdo, todos os animais
positivos pelos métodos empregados foram soropositivos para o sorogrupo

Sejroe, indicando que este foi o sorogrupo infectante.
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7. CONCLUSOES

7.1 Bactérias do género Leptospira spp. foram detectadas em amostras de rim

e figado de ovinos;

7.2 O sorogrupo Sejroe foi 0 mais frequente nos animais estudados;

7.3 O rim apresentou maior positividade e maior carga bacteriana do que o

figado em ovinos infectados por Leptospira spp.;

7.4 A PCR quantitativa apresentou maior eficiéncia do que o cultivo bacteriano,
técnica de Warthin Starry e PCR convencional para a deteccéo de Leptospira

spp. em amostras de rim e figado de ovinos soropositivos;

7.5 Ha uma correlacdo positiva entre os titulos da Soroaglutinagéo
Microscopica e a carga bacteriana de leptospiras em amostras de rim de ovinos

soropositivos para as sorovariantes Hardjo C.T.G. e Hardjo prajitno;

7.6 A presenca de espiroquetas, confirmada pela técnica de Warthin Starry, em
amostras apresentando DNA de bactérias do género Leptospira spp. indica que

0s ovinos podem atuar como carreadores deste agente;
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Comparison of conventional PCR, quantitative PCR, bacteriological culture and
the Warthin Starry technique to detect Leptospira spp. in kidney and liver samples
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Abstract

Leptospirosis is an infectious disease of worldwide importance. The development
of diagnostic techniques allows sick animals to be identified, reservoirs to be eliminated
and the disease prevented and controlled. The present study aimed to compare different
techniques for diagnosing leptospirosis in sheep. Samples of kidney, liver and blood
were collected from 465 animals that originated from a slaughterhouse. The sera were
submitted to the Microscopic Agglutination Test (MAT), and kidney and liver samples

of seropositive animals were analyzed using four techniques: bacteriological culture, the
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Warthin Starry (WS) technique, conventional PCR (cPCR), and quantitative PCR
(qPCR). With the MAT, 21 animals were positive (4.5%) to serovars Hardjo (n=12),
Hebdomadis (n=5), Sentot (n=2), Wolfii (n=1) and Shermani (n=1). Titers were 100
(n=10), 200 (n=2), 400 (n=6) and 1600 (n=3). No animal was positive by
bacteriological culture; four animals were positive by the WS technique in kidney
samples; six animals were positive by cPCR in kidney samples; and 11 animals were
positive by qPCR, eight of which in kidney samples and three in liver. The bacterial
quantification revealed a median of 4.3 bacteria/pl. in liver samples and 36.6
bacteria/pL in kidney samples. qPCR presented the highest sensitivity among the
techniques, followed by cPCR, the WS technique and bacteriological culture. These
results indicate that sheep can carry leptospires of the Sejroe serogroup, and
demonstrate the efficiency of quantitative PCR to detect Leptospira spp. in tissue
samples.

Key-words: leptospirosis, diagnosis, PCR, sheep, public health.

1. Introduction

Leptospirosis is a zoonotic disease, distributed worldwide, caused by bacteria of
Leptospira spp. genus. Several species, grouped in more than 250 serovars, are
responsible for infection in animals and men (Levett, 2001). The disease and
distribution of the bacteria are usually associated with high levels of humidity and
temperature, which contribute to its survival in the environment. Inadequate sanitary
conditions also contribute to the occurrence of the disease, favoring rodent
establishment and water accumulation. Thus, developing countries, including Brazil,
are responsible for a great number of cases of leptospirosis. The infection occurs

through direct contact with urine or tissue from an infected animal, or through contact
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with water or soil previously contaminated by urine (Adler and Moctezuma, 2010). In
animals and humans leptospirosis is usually asymptomatic, but in some cases can
develop severe clinical features. The symptoms are associated mainly with pulmonary,
hepatic and renal lesions (Faine et al., 1999).

Leptospirosis is of great importance in domestic animals. Once infected, they can
eliminate the leptospires in the environment, thus acting as a source of infection and
offering a risk to public health. Leptospirosis can also be an important cause of the
decrease in animal production. Infected animals are prone to abortions, weak newborns,
mastitis, and a decrease in their growth rate. Besides, these problems have a direct
impact on the economy (Langoni et al., 1999; Adler and Moctezuma, 2010).

Diagnostic tests represent an important tool that contributes to prevention of
leptospirosis (Faine et al., 1999). A specific, sensitive and rapid diagnostic test available
on a large scale is essential for controlling diseases of an infectious nature. In the
diagnostic routine of leptospirosis the microscopic agglutination test (MAT) is
considered the reference test (Who, 2003). High titers or paired samples showing titer
increasing indicates recent infection. But MAT has some disadvantages, such as: in the
acute phase it can present negative results; the analysis of paired samples compromises
a rapid diagnosis; the interpretation is subjective; the lack of a precise cut-off value; and
it is necessary to maintain and replicate several living leptospira serovars (Cumberland
et al., 1999; Grooms and Bolin, 2005; Merien et al., 2005; Hernandez-Rodriguez et al.,
2011). For a more reliable diagnosis the presence of Leptospira spp. has to be
confirmed by direct techniques. Over the last few years molecular tests have
demonstrated many advantages over traditional leptospirosis diagnosis techniques

(Levett, 2001).
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Due to the importance of sheep the trade in Brazil and the lack of studies
involving leptospirosis diagnosis in this species, the present study aimed to compare the
conventional PCR, the quantitative PCR, the Warthin Starry technique and the
bacteriological culture to detect Leptospira spp. in kidney and liver samples of

seropositive naturally infected sheep from Brazil.

2. Material and Methods
2.1. Animals

Epi Info 3.5.1 software (CDC, 2008) was used to determine the minimum number
of samples (n), adopting 18.68% as expected prevalence (Da Silva et al., 2012), a
significance level () of 5.0 %, a confidence level of 95%, and an error limit of 4%,
resulting in a sample number (n) of 365 animals, which was adjusted to 465 animals.
This number was determined considering a Brazilian population of 253 500 sheep
slaughtered in 2008, and of 8 300 in Sdo Paulo State (3.27%) (Brasil, 2009).

The samples were collected in a slaughterhouse located in Sdo Manuel (22°43°S
48°34’W), Sdo Paulo State, Brazil, between November 2009 and October 2010.
Animals were randomly selected, included males and females and most of them were
adult crossbreed individuals. Although no detailed health assessment could be obtained
from the animals before sampling, none of them showed any signs of disease, and
appeared clinically healthy at the moment of slaughter. Sheep came from properties
located in the States of S&o Paulo (73.1%), Rio Grande do Sul (11.6%), Mato Grosso
(6.4%) and Goids (6.4%). Because this study focused on comparing diagnostic
techniques, it was not intended to use a representative number of animals from each
region, or from several regions in the country. More details about the animal’s origin

could not be obtained. Blood, kidney and liver from 465 sheep were collected during
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abattoir procedures, stored in plastic bags, and transported in a thermal box to the
Zoonosis Research Nucleus (NUPEZO), Sdo Paulo State University, S8o Paulo State,
Brazil. The blood samples were centrifuged (3000 rpm for 10 min) and the sera assayed
by serologic trial immediately after arrival in the laboratory. Only tissue samples from
seropositive animals were submitted to other diagnostic tests. Additionally, 15
seronegative animals, chosen randomly, were also used as negative controls and tested

using the same techniques.

2.2. Serology

The sera were tested for Leptospira spp. antibodies by the microscopic
agglutination test (MAT), using a battery of 25 serovars, and 4 variants of the serovar
Hardjo, maintained and replicated weekly in Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH) media (Difco Laboratories”, USA) at 28°C, as follow: Australis, Bratislava,
Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri,
Djasiman, Sentot, Gryppotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo Prajitno, Hardjo Miniswajezak, Hardjo
C.T.G., Hardjo Bovis, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Andamana and Patoc. Sera were
diluted in phosphate buffered saline (PBS) water (pH 7.6) at 107 dilution, mixed
individually with each serovar suspension in the proportion 1:1, and incubated at 28°C
for 1 hour. Pure PBS (pH 7.6) solution was used as negative control. The analysis was
performed in dark field microscopy (Carl Zeiss®, Germany) with magnification of
100X. Samples were considered positive when 50% or more leptospires were
agglutinated at 107 dilution, considering a cut-off titer of 100. The reactive serovar was
considered the one that presented the highest titer. The variants of serovar Hardjo were

not considered as independent serovars, and samples giving a positive reaction to one or
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more of them were considered as reacted to serovar Hardjo. Positive samples were
further diluted in the proportions 1:200, 1:400, 1:800 and 1:1600, and tested only to the

reacted serovar to determine their titer.

2.3. Bacteriological culture

Bacteriological culture was performed immediately after the serological analysis.
Fragments of kidney and liver from seropositive animals were placed in a lamina flow
chamber (VLFS-18, Veco®, USA), and their surface sterilized with iodine-alcohol
(70%) and ultra-violet light for 20 minutes. Pieces of approximately 1 g were collected
from the interior of each fragment using sterile scissors, individually macerated with a
mortar and pestle, and added to 4 mL of a sterile solution containing water (500 mL),
neomycin (12.5 mg, Vansil®, Brazil) and nitrofurazone (12.5 mg, Rioquimica®, Brazil).
Four dilutions of this mixture were prepared (10°, 10", 107 and 10) using sterile PBS
(pH 7.6) solution. A fraction of 10° dilution was stored at -80°C in sterile DNAse and
RNAse free microtubes (Axygen”, USA), to be further submitted to conventional and
quantitative Polymerase Chain Reaction. A portion (0.5 mL) of each dilution of the
tissue was individually cultured in sterile glass tubes containing 4.5 mL of Fletcher’s
semisolid medium (DIFCO Laboratories”®, USA), pH 7.6, without antibiotics, enriched
with rabbit sera (10%). Subsequently the tubes were incubated at 28°C, for 60 days. The
leptospires were visualized in dark field microscopy (Carl Zeiss®, Germany) with

magnification of 400X.

2.4. Warthin Starry technique
For the Warthin Starry (WS) technique, fragments of liver and kidney were

collected immediately after the serology results, fixed in buffered formaldehyde (10%)
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for 48 hours, washed in running water for one hour, and stored in ethylic alcohol (70%)
until the histological analysis. Samples were transported to the Department of Clinic,
Surgery and Animal Reproduction, School of Veterinary Medicine, Aracatuba campus,
Sdo Paulo State, Brazil. Kidney and liver samples were dehydrated, diaphonized,
immersed in paraffin, and cut in an automatic microtome (Leica®, Germany) at a
thickness of 4 pm, according to standard protocols for histological analysis. The
sections were de-parafinized, rehydrated, and immersed in silver solution (1%) at 43°C
for 30 minutes. Stain revelation was carried out in hydroquinone solution for 4 minutes.
The lamina was then washed in distilled water, dehydrated, diaphonized and mounted in
synthetic resin (Permount™) and a coverslip. The analysis was carried out in an optical

microscope (Carl Zeiss”, Germany) with magnification of 1000X.

2.5. DNA Extraction

A fraction of the mixture used for culture (dilution 10°) and previously stored at -
80°C was submitted to conventional PCR (cPCR) and to quantitative PCR (qPCR).
Genomic DNA was extracted using a commercially available DNA extraction Kkit,
llustra Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin® kit (GE Healthcare, USA), in
accordance with the manufacturer’s instructions, and evaluated in a NanoVue®
spectrophotometer (GE Healthcare, USA). The positive control consisted of a
Leptospira interrogans serovar Hardjo strain, kept in EMJH media, previously
centrifuged (3000 rpm for 10 min) and resuspended twice in sterile PBS (pH 7.6)

solution. Milli-Q water was used as negative control.
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2.6. Conventional PCR (cPCR)

DNA amplification was performed in sterile DNAse and RNAse free microtubes
(1.5 mL) (AXYGEN®, USA), using genus specific primers described by Merien et al.
(1992), corresponding to nucleotides 38 to 57 (LEP-1, 5’-
GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3’) and 348 to 369  (LEP-2, 5’-
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3’) of the primary structure of 16 S rRNA gene
(GenBank accession n. X17547.1) from Leptospira interrogans serovar Canicola, which
results in a product of 331 base pairs (bp). Each tube (0.2 mL) received 2.5 pL of PCR
buffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.0), 0.75 puL of MgCl, (1.5 mM), 0.5 pL of
Taq platinum polymerase (5U/pL) (Invitrogen®, USA), 0.5 pL dNTP solution (200uM)
(Invitrogen®, USA), 0,5 pL of each oligonucleotide (10 pmol) (IDT), 17.5 pL of ultra-
pure water (Gibco®, USA) and 2 pL of DNA obtained from the extraction step. Positive
and negative controls were the same ones used for DNA extraction. Amplification was
performed in Mastercycler ep Gradient (Eppendorf®, USA) thermo-cycler, with a cycle
of initial denaturation at 94°C for 3 minutes, followed by 30 cycles at 94°C for one
minute, annealing at 63°C for 1.5 minutes, and extension at 72°C for two minutes.

Aliquots of 10 pL of each amplified product were added to 2 pL of BlueJuice
(Invitrogen®, USA). After homogenization, this solution was submitted to horizontal
electrophoresis in agarose gel (2.0%) stained with ethydium bromide (10 mg/mL, Gibco®,
USA) in a TBE buffered solution 1x (0.09 M Tris-HCI, 0.09 M of boric acid, 2mM
EDTA, pH 8.3), for 60 minutes at 90V (Electrophoresis Power Supply Model EPS 301,
GE Healthcare®, USA). The bands were visualized under ultraviolet light (296 nm), and
registered using the GelDoc-IT™ (Imaging System) system (UVP, USA) and Vision

Works® LS software (UVP, USA).
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2.7. Quantitative PCR (qPCR)

The quantitative PCR (qPCR) was performed using the SYBR “Green system, by
means of StepOne™ Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems®, USA)
equipment, and the same primers described for cPCR. The standard curve was
developed using the positive control described for DNA extraction, in decreasing
concentrations in the proportion of 5, beginning from an initial concentration of 40 000
bacteria/uL (bact/uL), previously calculated in dark field microscopy.

The final volume of the assay was 25 pL, consisting of 12.5 pL of Power
SYBR®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), 1 puL of each primer (5
uM), 2 pL of DNA and 8.5 pL of sterile Milli-Q water. The following conditions were
used: 95°C for 10 minutes, 40 cycles at 95°C for 15 seconds, 60°C for one minute and a
step for the dissociation curve at 95°C for 15 seconds, 60°C for one minute and 95°C for
15 seconds. The fluorescence signs were obtained along the extension steps of the
amplification cycles. All samples were processed in duplicates. The DNA load present
in the samples was expressed in relation to the standard curve, which was added to each

assay, and the values analyzed by the equipment software.

2.8. Statistical analysis

The association between the results of the MAT, cPCR, qPCR, bacteriological
culture and WS technique were verified by the McNemar test. All statistical analyses of
the results were calculated considering MAT and qPCR separately as the gold standard
test, using the worksheet described by Mackinnon (2000). These tests were chosen as
gold standard because MAT is considered the reference technique for leptospirosis
diagnosis (Who, 2003), and because qPCR has previously proved to be highly sensitive

to detect Leptospira spp. (Ahmed et al., 2009). The correlations between the antibody
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titers obtained by MAT, regardless of the prevalent serovar, specific for the most
frequent serovars, and specific for the most prevalent Hardjo variants, as well as the
DNA concentration, were analyzed using the Spearman correlation test (r). The
remaining statistical analysis was performed using the Epi Info 3.5.1 and BioEstat 5.0

software, considering a = 5%.

3. Results

In the MAT 21 animals were positive (4.5%; IC 95% 3.0-6.8%) to serovars
Hardjo (n=12), Hebdomadis (n=5), Sentot (n=2), Wolfii (n=1) and Shermani (n=1). The
titers were 100 (n=10), 200 (n=2), 400 (n=6) and 1600 (n=3). Of the 11 animals with
titers higher than 100, 10 were reagent to serovar Hardjo and one to serovar
Hebdomadis, indicating that high titers were more associated with serogroup Sejroe
(serovar Hardjo) than the others (Table 1).

All the animals were negative to bacteriological culture, for both kidney and liver
samples. In the WS technique four animals were positive, all from kidney samples.
They were seropositive to serovar Hardjo with titers 400 (n=3) and 1600 (n=1). None of
the animals had positive results for liver samples with the WS technique. Six animals
were positive by cPCR, all from kidneys samples. These animals were seropositive to
serovar Hardjo, and presented titers 200 (n=1), 400 (n=4) and 1600 (n=1). None of the
liver samples were positive by cPCR. The four animals positive in the WS technique
were also positive in cPCR. In qPCR 11 animals were positive for kidney (n=_8) or liver
samples (n=3). Among them, 8§ were seropositive to serovar Hardjo with titers 200
(n=2), 400 (n=5) and 1600 (n=1), one to serovar Hebdomadis with titer 100, and two

were seronegative. None of the animals were positive by qPCR for both kidney and
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liver samples. All the positive animals in cPCR and the WS technique were also
positive in qPCR. These results are summarized in table 1.

The qPCR had the highest sensitivity, followed by cPCR, the WS technique and
bacteriological culture. The results of the association between the different techniques
are shown in Tables 2 and 3. There was a positive correlation between the MAT titers
and the bacterial load of leptospires in the kidneys of seropositive sheep for serovar
Hardjo and variant Hardjo C.T.G, with P < 0.05 (Table 4). The values of Leptospira
spp. quantification in the liver ranged from 1.7 to 8.2 bact/uL (Md 4.32 bact/pL), and in
the kidney from 5.2 to 98.3 bact/uL (Md 36.67 bact/uL) (Tables 1 and 5). The values

for the two seronegative animals positive in qPCR were 39.5 and 98.3 bact/uL.

4. Discussion

Infection by Leptospira spp. in sheep is very common worldwide. The present
study revealed a low seroprevalence when compared to other serologic surveys
conducted in this species in Brazil, where up to 47% of the animals may be positive
(Herrmann et al., 2004; Lilenbaum et al., 2009; Carvalho et al., 2011; Martins et al.,
2011; Da Silva et al., 2012). But low seroprevalence has also been observed (Langoni et
al., 1995; Seixas et al., 2011), especially in other countries (Motie and Myers, 1986;
Zamora et al., 1999; Ciceroni et al., 2000), indicating that the epidemiology of the
disease is complex, and varies greatly according to the region of the study. Comparison
of data from different surveys is not convenient because of several factors that are
involved in each study, and mainly because the prevalence obtained by MAT depends
on the number of serovars that are used.

Most of the animals reacted to serovar Hardjo, but we cannot state that this was

the serovar responsible for the infection, because cross-reaction with other serovars can
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occur, especially with those that belong to the same serogroup (Levett, 2001). Thus, one
can conclude that most of the seropositive animals had contact with leptospires that
belongs to the Sejroe serogroup. According to Lilenbaum et al. (2009), this serogroup is
responsible for a great number of infections in sheep flocks, causing reproductive
disorders and chronic renal infection. Various other studies have reported a high
frequency of seropositivity to Hardjo serovar (Motie and Myers, 1986; Ciceroni et al.,
2000; Herrmann et al., 2004; Lilenbaum, et al., 2009; Seixas et al., 2011), which
demonstrates that sheep can act as a primary reservoir for leptospires included in this
serogroup. The results indicate that the studied animals, and probably their flocks of
origin, were at risk of developing leptospirosis, as well as of transmitting leptospires to
other animals and humans.

The bacteriological culture did not present positive results in any sample. This
technique is considered of low sensitivity, laborious and time consuming (Boqvist et al.,
2003; Grooms and Bolin, 2005; Fearnley et al., 2008; Lilenbaum et al., 2009). The
frequency of isolates is usually low (Azevedo et al., 2004; Lilenbaum et al., 2008;
Lilenbaum et al., 2009), and possibly no positive results are obtained (Harkin et al.,
2003; Fearnley et al., 2008), regardless of the species studied. The 5-fluorouracil is
frequently employed to culture leptospires, which aims to reduce contamination risks.
We did not use this antimicrobial in the present study because there is evidence that
Fletcher media annul the inhibitory effect of 5-fluorouracil (Ris, 1974), and its use is
more appropriate in EMJH media. Studies involving the efficiency of antimicrobials for
culturing leptospires are scarce, and it is uncertain if the 5-fluorouracil could provide
positive results in our study. The results confirm that, despite the high specificity, the

bacteriological culture is a technique of low sensitivity, and it is not recommended for
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early diagnosis of leptospirosis. Its use should be recommended when there is a need to
isolate living leptospires, such as in studies involving the pathogenicity of the bacteria.

The WS technique is infrequently used in leptospirosis diagnostic. Some studies
have demonstrated its efficiency for detecting leptospires in different tissues and
different species, such as horses, dogs, sheep, pigs and men (Chappel et al., 1992; Brito
et al., 1996; Sebastian et al., 2005; Léon et al., 2006; Ortega-Pacheco et al., 2008). Only
a few studies analyzing the efficiency of this technique for detecting leptospires have
been carried out (Hunter et al., 1987; Chappel et al., 1992), and they revealed a low
frequency of positive results. The WS technique performed well only against
bacteriological culture, while the remaining tests were more successful. Considering the
present results, the need for animal tissue, people with expertise to interpret the results,
and the time taken to complete, this technique is also not recommended for the early
diagnosis of leptospirosis. The main advantage presented by the WS technique is that it
allows the direct visualization of the bacteria in the animal tissue, and should be
recommended for studies with this purpose.

The cPCR performed better than bacteriological culture and the WS technique.
Despite the different PCR techniques that can be used for this purpose, previous studies
have demonstrated its efficiency for diagnosing leptospirosis in several animal species,
as well as in different samples, such as blood, urine, semen and kidney (Heinemann et
al, 1999; Merien et al., 1995; Cameron et al., 2008; Hernandez-Rodriguez et al., 2011).
When compared to traditional techniques, like dark field microscopy and bacteriological
culture, the PCR has demonstrated superior results (Harkin et al., 2003; Lilenbaum et
al., 2009; Hernandez-Rodriguez et al., 2011), as observed in our study. The diagnosis of

leptospirosis in sheep by PCR is rare, and this is one of the first studies using tissue
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samples for this purpose in this species. This technique is considered rapid and sensitive
(Kee et al., 1994), presenting a great advantage for the early diagnosis of leptospirosis.
The qPCR was the most sensitive of the tests. Previous studies have reported that
this technique can detect extremely low levels of leptospiral DNA (Merien et al., 2005;
Ahmed et al., 2009). Diagnostic of leptospirosis by qPCR is common in humans
(Merien et al., 2005; Bourhy et al., 2011; Thaipadunpanit et al., 2011), and studies in
domestic animals are scarce. We found no data regarding its use in the diagnosis of
leptospirosis in sheep. The qPCR presented a lower specificity than the other tests, but
this should not be interpreted as a possible false negative result. It is more probable that
the two seronegative animals, positive in qPCR, were in the acute phase of infection,
when serology may give negative results because the organism has still not produced
antibodies (Levett, 2001, Merien et al., 2005). This fact is reinforced by the DNA
quantification resulting from qPCR, because these two samples presented high
quantities of leptospiral DNA when compared to the remaining positive samples (Table
5), which is characteristic of acute infection. The positive correlation observed between
MAT and qPCR indicates that high titers for serovar Hardjo and for variant Hardjo
C.T.G. results in high quantities of leptospiral DNA in the kidneys of sheep. The main
disadvantage of qPCR is its high cost, and only a few laboratories can perform this test.
This study aimed to compare different samples to detect Leptospira spp.. The liver
was chosen because it is the second most affected organ during the leptospiremia phase
(Greene et al., 2006). The kidney presented higher positivity than the liver in all the
tests, which can be justified by the DNA quantification obtained by qPCR. Probably the
higher quantity of bacteria in the kidney results in the greater positivity of this organ in
leptospirosis diagnosis. Marinho et al. (2006) found similar results in a study with

hamsters experimentally infected with L. interrogans serovar Canicola.



347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

86

5. Conclusion

The present study detected Leptospira spp. in tissues samples from naturally
infected sheep, especially those from the Sejroe serogroup. The quantitative PCR is an
efficient tool for leptospirosis diagnosis, contributing to prevention measures in both
animals and humans. The kidney has higher concentrations of leptospires than the liver

in naturally infected sheep.
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495  Table 1. Results of cPCR, qPCR, bacteriological culture and the WS technique

496  performed in kidney and liver samples of slaughtered seropositive sheep from Brazil.

Animal Titer / Serovar® cPCR® qPCR® Bact. culture® WS technique®
A-112 100 - Hardjo (C.T.G.) - - - -
A-150 1600 - Hardjo (C.T.G.) +K +K (33,7) - +K
A-171 400 - Hardjo (Pra.) +K +K (61,9) - +K
A-173 400 - Hardjo (C.T.G., Pra.) +K +K (13,5) ; +K
A-174 400 - Hardjo (C.T.G.) +K + K (61,8) - + K
A-213 1600 - Hardjo (Pra.) - - - -
A-215 400 - Hardjo (C.T.G.) +K + K (28,8) - -
A-229 200 - Hardjo (C.T.G.) - +L (4,3) - -
A-237 100 - Hardjo (Pra.) - - - -
A-245 400 - Hardjo (C.T.G)) - +L (8,2) - -
A-247 200 - Hardjo (C.T.G., Pra.) +K +K(5,2) - -
A-256 100 — Hebdomadis - - - -
A-259 100 — Shermani - - - -
A-323 100 — Hebdomadis - +L(1,7) - -
A-344 100 — Hebdomadis - - - -
A-346 100 — Wolfii - - - -
A-350 100 - Hebdomadis - - - -
A-414 400 — Hebdomadis - - - -
A-460 100 — Sentot - - - -
A-461 100 — Sentot - - - -
A-467 1600 - Hardjo (C.T.G., Pra.) - - - -

497

498 @ Microscopic Agglutination Test (MAT)

499 ® Conventional PCR

500 ° Quantitative PCR (bacteria/pL)

501 4 Bacteriological culture



502
503
504
505
506
507

¢ Warthin Starry technique
C.T.G.: Hardjo C.T.G.
Pra: Hardjo Prajitno

K: kidney sample

L: liver sample

*bacteria/uL

94
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