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DUTRA, M.A.O. AVALIACAO SOROLOGICA E DIAGNOSTICO MOLECULAR
PARA Leptospira spp. EM BOVINOS ABATIDOS EM FRIGORIFICO DO
CENTRO-OESTE PAULISTA. Botucatu, SP, 2019. 52 p. Dissertagédo
(Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

A leptospirose € uma zoonose de grande importancia em saude publica,
considerada antropozoondética com alta incidéncia e prevaléncia, negligenciada
e de carater ocupacional. Funcionarios da linha de producdo e manipuladores
de sangue e visceras em frigorificos, podem infectar-se pelo contato direto com
estes produtos, assim como os trabalhadores rurais nas propriedades, pelo
contato e exposicdo direta a fémites e secrecdes destes animais. Esta
enfermidade representa perdas econdmicas importantes nos rebanhos, pois
pode ocasionar abortos e fetos natimortos e, na sua forma subclinica, é
comumente assintomética em bovinos. Amostras biolégicas de sangue, figado
e rins de 144 bovinos abatidos em frigorifico localizado no centro-oeste paulista
foram utilizadas para o diagnoéstico da leptospirose com as técnicas de
Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) e Reacdo em Cadeia da Polimerase
convencional (cPCR) para Leptospira spp. Os resultados sorolégicos
demostraram 71/144 (49,3%) animais reagentes a SAM para 0s seguintes
sorovares: Djasiman (56,3%), Hardjoprajtino (40,8%), HardjoCTG (12,7%),
Hardjo (11,3%), Hardjobovis (11,3%), Pyrogenes (9,8%), Wollfi (8,4%),
Castellonis (7,0%), Pomona (4,2%), Grippotyphosa (1,4%), Hardjomini (1,4%),
Icterohaemorrhagiae (1,4%) e Bratislava (1,4%). Os resultados moleculares
evidenciaram a presenca de DNA de Leptospira spp. em 25 animais (17,4%),
sendo em rins de 21 animais, em figado de cinco animais, em figado e rins de
dois animais e em sangue, de um (01) animal. Tais resultados indicam um
alerta quanto a sanidade dos rebanhos de origem dos animais, pela
possibilidade destes animais serem fontes de infeccédo, tanto nas fazendas
guanto no frigorifico durante a linha de abate, tendo em vista o contato direto e
continuo com sangue e visceras dos animais, demonstrando a caracteristica
ocupacional da doenca. Ainda, verifica-se a importancia da complementacéo
das técnicas soroldgicas e moleculares para o diagndéstico da leptospirose.

Palavras-chave: Leptospira spp., leptospirose, bovinos, frigorifico, diagndstico.
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DUTRA, M.A.O. SEROLOGICAL EVALUATION AND MOLECULAR
DIAGNOSIS FOR Leptospira spp. IN BOVINES SLAUGHTERED IN
SLAUGHTERHOUSE FROM MIDWEST REGION OF SAO PAULO. Botucatu,
Paulista State University.

Abstract

Leptospirosis is a zoonosis of great importance in public health, considered
anthropozoonotic with high incidence and prevalence, neglected and of
occupational character. Production line workers and handlers of blood and
viscera in slaughterhouses can be infected by direct contact with these
products, as well as rural workers on the farms, by contact and direct exposure
to fomites and secretions of these animals. This disease represents important
economic losses in the herds, since it can cause abortions and stillborn fetuses
and, in its subclinical form, is commonly asymptomatic in cattle. Biological
blood, liver and kidneys samples from 144 cattle slaughtered in a
slaughterhouse located in central-western Sdo Paulo were used for the
diagnosis of leptospirosis using the Microscopic Agglutination Test (MAT) and
Conventional Polymerase Chain Reaction (cPCR) techniques for Leptospira
spp. The serological results showed 71/144 (49.3%) animals reactive to MAT
for the following serovars: Djasiman (56.3%), Hardjoprajtin (40.8%), HardjoCTG
(12.7%), Hardjo 3%), Hardjobovis (11.3%), Pyrogenes (9.8%), Wollfi (8.4%),
Castellonis (7.0%), Pomona (4.2%), Grippotyphosa, Hardjomini (1.4%),
Ichterohaemorrhagiae (1.4%) and Bratislava (1.4%). Molecular results
evidenced the presence of Leptospira spp. in 25 animals (17.4%): the kidneys
of 21 animals, in the liver of five animals, in the liver and kidneys of two animals
and in blood of one (01) animal. These results indicate an alert to the sanity of
the herd sampled, for the possibility that these animals behave as a source of
infection both in the farms and in the slaughterhouse during the slaughter line,
in view of the direct and continuous contact with the blood and viscera of the
animals, demonstrating the occupational characteristic of the disease. Also, the
importance of the complementation of the serological and molecular techniques
for the diagnosis of leptospirosis is verified.

Key words: Leptospira spp., leptospirosis, bovines, slaughterhouse, diagnosis.
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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca de carater global de curso agudo ou
cronico que acomete diversas espécies de animais domeésticos e silvestres,
além de humanos. A enfermidade foi descoberta na Alemanha em Heidelberg
em 1870, por um médico, Dr. Adolf Weil (1848-1916), que descreveu quatro
casos com sintomatologia de febre alta, ictericia grave, bagco e figado
aumentados. A doenca foi denominada Doenca de Well, e na época era muitas
vezes fatal (BINNS; LOW, 2016). E conhecida também como, febre dos
canaviais, febre dos porqueiros, além de outras.

Importante zoonose bacteriana em saude publica, a leptospirose afeta
pessoas e animais. E comum em A&reas tropicais, especialmente por
apresentarem clima Umido e quente, com altos indices pluviométricos e em
paises em desenvolvimento com recursos escassos em saude e saneamento
basico. Uma grande variedade de hospedeiros de leptospiras foi identificada,
como roedores, bovinos, suinos e caes, relatados como hospedeiros e
disseminadores da bactéria no meio ambiente . Nao raramente é subestimada,
em decorréncia dos pacientes apresentarem sintomas febris, semelhantes a
gripe, quadro comum de diversas doengas infecciosas, como € o caso da
dengue e malaria, e em decorréncia do acesso ao diagndstico laboratorial
muitas vezes limitado (GUERNIER et al., 2018).

Tem como agente etiolégico espiroquetas pertencentes ao género
Leptospira spp., que compreendem espécies tanto saprofitas (L. biflexa) quanto
patogénicas (L. interrogans). A classificagdo taxondmica do género inclui oito
espécies patogénicas de leptospiras, com mais de 200 sorotipos. Para a
bovinocultura, os sorovares Hardjo, Wolffi, Pomona e Grippotyphosa sao os
mais importantes (COSATE et al., 2015).

Em rebanhos bovinos, L. interrogans sorovar Hardjo esta diretamente
associada a perdas econbmicas, como insuficiéncia reprodutiva, incluindo o
aborto, assim como eventualmente quadros de mastite, gerando grandes
débitos produtivos na bovinocultura. Teoricamente qualquer sorovar pode
infectar qualquer espécie animal, mas epidemiologicamente existem
predilecbes pelos sorovares em relacdo as espécies infectadas. Estas

predilecbes estdo relacionadas com as condigbes ambientais e climaticas,
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caracteristicas de manejo e instalacbes, fatores que determinam
sorovares circulantes regionais (COSATE et al., 2015).

Leptospira sorovar Hardjo pertence ao sorogrupo Sejroe sendo o sorovar
de maior relevancia em rebanhos bovinos em todo o mundo. O sorogrupo
Sejroe € frequentemente identificado pela sorologia em rebanhos bovinos
brasileiros, 0 que trata-se do sorovar Hardjo. Sua taxonomia apresenta, dois
genotipos: Hardjobovis e Hardjoprajitno (CHIDEROLI, 2017).

Mais de 200 sorovares de leptospiras foram identificados e distribuidos
mundialmente entre diversas espécies de animais de producdo, companhia e
animais silvestres. E uma doenca que possui caracteristica ocupacional, sendo
porta de entrada do agente no organismo do hospedeiro pelo contato da pele
ou mucosas com fluidos organicos de um animal infectado ou pela
permanéncia em ambientes contaminados. Por essa caracteristica, aumenta a
incidéncia da doenca para algumas atividades especificas de trabalho, tais
como trabalhadores rurais, ordenhadores, trabalhadores de redes de esgoto,
meédicos veterinarios e trabalhadores da industria da cadeia de proteinas, como
magarefes e manipuladores (DAUD et al., 2018).

A infeccdo zoondtica se tornou muito difundida no mundo com relatos de
até um milhdo de casos por ano e provavelmente essa estimativa aumentara
em decorréncia de mudancas climaticas tornando-se a leptospirose um desafio
para saude publica (BINNS et al., 2016).

Considerado como teste “ Padrdao Ouro”, o manual da Organizagao
Mundial de Saude Animal (OIE) recomenda o teste de aglutinacao
microscoépica para o diagndstico da leptospirose (MORI et al., 2017).

Outros autores concordam que os resultados do diagnostico baseado no
ensaio da PCR, guando aplicados na identificacdo de Leptospira spp.
mostram-se rapidos, sensiveis e especificos, 0 que demonstra ser uma
ferramenta eficaz e mais precisa para o diagnéstico da leptospirose (MERIEN
et al., 1992; HAMOND et al., 2014; PINNA et al., 2018).

Tendo em vista a importancia desta zoonose para o rebanho bovino e
devido aos problemas reprodutivos associados a ela, aléem da sua importancia
pelas perdas economicas e pela relevancia em saude publica, pretende-se com
este estudo avaliar a presenca de portadores em bovinos abatidos em um

frigorifico da regido Centro-Oeste Paulista. Pelo nosso conhecimento, ndo ha
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trabalhos semelhantes nesta regido, e o presente estudo visa a
identificagdo de animais positivos tanto na sorologia bem como pela analise
molecular a partir de sangue e tecidos (figado e rim), permitindo-se verificar
animais carreadores da bactéria e a possibilidade do controle em rebanhos
acometidos, pela indicacdo de tratamento dos animais e vacinacdes periddicas
no rebanho e consequentemente, diminuicdo do risco de abate de animais
positivos, e menor fator de risco de infecgcdo dos funcionérios durante suas

atividades na inspecéao de carcacas bovinas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia e classificacao

A leptospirose é uma zoonose de importancia global, particularmente em
paises préximos a linha do Equador e Tropicos, que apresentem clima quente
e Umido. E causada por uma espiroqueta altamente invasiva conhecida
como leptospira. S8o bactérias pertencentes a ordem Spirochaetales,
ocasionando leptospirose em humanos e outros mamiferos (GUERNIER et al.,
2018).

Para a classificacdo da leptospira sdo aceitos sorovar com 0 taxon
basico baseado em sua sorologia ou a classificagdo taxondmica que identifica
as espécies, também referida como genomoespécies (GUERNIER et al., 2018).

O género Leptospira foi classificado inicialmente em duas espécies:
Leptospira interrogans sensu lato (espécies patogénicas) e Leptospira biflexa
sensu lato (espécies saprofitas). Estes dois grupos diferem na capacidade
patogénica, nos requerimentos nutricionais e em outras propriedades
fenotipicas (JOHNSON E ROGERS, 1964). A classificacdo atual € a de
genomoespecies (patogénicas, intermediarias e saproéfitas), sendo que as
caracteristicas que diferenciavam L. interrogans sensu lato de L. biflexa sensu
lato ndo tem mais relevancia (LEVETT, 2004). E composto por 12 espécies e
250 sorotipos entre cepas patogénicas e ndo patogénicas , sendo Leptospira
interrogans a espécie patogénica mais comum (GARCIA et al., 2018).

Sao bactérias aerdbias obrigatdrias e crescem na temperatura de 28-30
°C em meios liquidos ou semissélidos que possuem nutrientes como vitaminas
Bl e B12, acidos graxos, aminoacidos e sais minerais. Além disso, 0s meios
requerem adicdo de albumina bovina e/ou soro de coelho para o 6timo
crescimento (FAINE et al., 1999; PICARDEAU, 2013).

S&o visualizadas por microscopia de campo escuro e microscopia de
contraste de fase, aparecendo como bactérias fuso-espirilares (PICARDEAU,
2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guernier%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29758037
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2.2. Patogenia

Hospedeiros como roedores (ratos, camundongos) ndo apresentam a
forma clinica da doenca e tornaram-se hospedeiros reservatérios devido a
colonizacéo da leptospiras nos tubulos renais e, portanto, podendo excreta-las
pela urina, sendo fundamentais para a manutencédo da bactéria na natureza e
seu ciclo de vida.

O periodo de incubacéo € de aproximadamente 7 a 14 dias. Apds passar
pela corrente sanguinea, as leptospiras colonizam preferencialmente os rins e
o figado, pela quantidade de lipideos (acidos graxos) que possuem estes
orgdos; e em menor proporgcdo, colonizam os pulmbes e o pericardio
(JANWITTHAYANAN et al., 2013, RAO et al., 2003).

Animais de companhia (por exemplo, cdes) podem sofrer perda fetal e
lesbes agudas de rim, figado e pulmédo em resposta a infecgdo. Os sintomas
em seres humanos sdo manifestacdes clinicas que podem ser assintomaticas
com ou sem quadros de gripe, febre ndo muito pronunciada, ou como quadros
mais graves, com insuficiéncia renal, ictericia, hemorragias, sindrome
hemorragica pulmonar grave, meningite, choque e morte (FOUTS et al., 2016).

Os macrofagos desempenham funcao importante no desenvolvimento
clinico da leptospirose por fagocitarem as bactérias, as quais, além de
continuarem em replicacdo ainda escapam das respostas de defesa do
organismo do hospedeiro por modular a resposta imune. Os microRNAs sofrem
influéncia direta da espécie da leptospira e de sua viruléncia. Esses microRNAs
sao responsaveis pelas respostas antigénicas que por conseguinte podem ser
utilizados como marcadores biologicos (GUERNIER et al., 2018).

2.3. Epidemiologia

Estudos sobre a incidéncia e prevaléncia da leptospirose e respectivos
sorovares, ampliam a compreensao da epidemiologia da enfermidade e fornece
dados para o maior entendimento da triade epidemiolégica da doenca
(OLIVEIRA et al., 2018).

A leptospirose € uma doenga zoonotica, distribuida em todo o mundo,
afetando milhdes de pessoas a cada ano levando a 60 mil mortes
anualmente. Essas bactérias sdo encontradas no solo, agua e sdo eliminadas

pelos fluidos biol6gicos de seus reservatérios naturais. As bactérias podem
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penetrar pelo contato com pele e mucosas infectando o hospedeiro
(GUERNIER et al., 2018).

Mundialmente, a leptospirose ocorre em variados contextos geograficos
devido a diversidade de hospedeiros animais que podem albergar o patégeno.
A incidéncia da leptospirose € alta em paises que oferecem ambiente propicio
ao desenvolvimento da bactéria. Estima-se a incidéncia de leptospirose de 14 a
15 casos para cada 100.000 habitantes (Dreyfus et al., 2014).

E uma doenca com caracteristicas ocupacionais. Segundo Daud et al.
(2018), o tempo de contato com 0 mesmo meio ambiente ou local de trabalho
determina a prevaléncia do sorovar e o titulo sorolégico dos individuos
submetidos & SAM.

2.4. Importancia para os Bovinos

Dentre os animais de producdo, 0s bovinos sdo relativamente
susceptiveis a infecgdo clinica, apresentando uma infec¢éo na forma subaguda
que resulta em perdas reprodutivas, incluindo reducdo na producéo de leite,
falhas reprodutivas, aborto, nascimento prematuro ou natimortos (GUERNIER
et al., 2018). A infeccdo em bezerros ocasiona sinais agudos, em animais
adultos apresentam sintomatologia cronica, com diminuicdo da produtividade e
perdas econdmicas, principalmente o aborto.

A cadeia produtiva da carne € um dos principais aportes da economia no
Brasil e no entanto existem poucos dados sobre a relacdo da saude bovina, da
seguranca alimentar e da disseminagdo da leptospirose entre 0s bovinos e
humanos (ZARANTONELLI et al., 2018).

A proximidade a centros urbanos, a inclusdo de novos animais no
rebanho sem protocolo sanitario adequado e sem o conhecimento do estado de
saude desses animai e a localizacdo geogréfica ou a proximidade dos animais
de producdo com animais silvestres possibilita a ocorréncia de sorovares
autoctones (GUEDES et al., 2019). Os bovinos se comportam como sentinelas
de leptospiras e podem infectar humanos e animais domésticos principalmente

em propriedades préximas a centros urbanos (RAJALA et al.,2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guernier%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29758037
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guernier%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29758037

30

2.5. Importancia para Humanos

Para humanos, a infec¢do apresenta sintomatologia semelhante a gripe,
gue pode evoluir para quadros mais graves, incluindo insuficiéncia renal aguda
e sindrome hemorragica pulmonar, associadas a altas taxas de letalidade. A
penetracdo no organismo ocorre pela exposi¢do direta ou indireta a urina de
animais hospedeiros infectados que albergam o patégeno em seus tubulos
renais e eliminam leptospiras patogénicas que contaminam solo, agua
superficial, cérregos e rios. O homem ¢é infectado po membranas mucosas,
escoriagdes ou cortes na pele pela imerséao prolongada da pele ou ingestao de
agua contaminada (GUERNIER et al., 2018).

A taxa de mortalidade é de cerca de 60.000 mortes por ano e o humero
anual de casos graves pode chegar a 1 milhdo, colocando a leptospirose como
um fator importante na morbidade e nimero de mortes por causas zoonoticas
(GARCIA et al., 2018).

Enfermidade de grande importancia em saude publica por ser uma
doenca antropozoondtica com alta incidéncia e prevaléncia, muitas vezes
negligenciada e que ocorre principalmente em paises subdesenvolvidos com
alto nivel de pobreza e de regides de clima tropical e subtropical (TORRES-
CASTRO et al., 2016). Destaca-se também a grande importancia para saude
pUblica por se tratar de uma zoonose de carater ocupacional evidenciando um
grave problema, principalmente aos trabalhadores das industrias frigorificas.

Tendo em vista seu carater ocupacional a leptospirose tem aumento de
potencial de risco para certas categorias profissionais que aumentam o contato
e exposicdo a animais infectados, como trabalhadores agricolas, trabalhadores
de esgotos, militares, veterindrios e manipuladores de animais e produtos de
origem animal, como os magarefes de empresas frigorificas (DREYFUS et al.,
2014).

2.6. Diagnéstico

O diagnostico laboratorial da leptospirose é laborioso, podendo ser
utilizadas varias técnicas que empregam métodos diretos e indiretos e os
resultados baseiam-se, além da clinica e epidemiologia, muitas vezes na

analise conjunta dos resultados de diversas técnicas: Microscopia de campo
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escuro, de exames histologicos para visualizacdo de leptospiras pelos métodos
de coloracdo por impregnacéo por prata, tais como Levaditi ou Warthin Starry;
prova de Soroaglutinagcdo Microscopica; deteccdo de DNA pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase e isolamento do organismo em meios de cultura
especificos para Leptospira spp. A SAM é considerada o teste imunolégico de
referéncia e de rotina em laboratérios (NILOOFA et al., 2015).

Segundo Stoddard et al. (2009), os métodos tradicionais de diagndstico
demandam mais tempo até os resultados finais. A reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real usando uma sonda TagMan direcionada ao lipL32,
presente apenas em Leptospiras spp. Patogénicas, tem alta especificidade e
sensibilidade e pode ser um método rapido para diagnosticar a leptospirose

aguda.

2.6.1. Exame microscopico

A visualizacdo das leptospiras € possivel sob microscopia de campo
escuro, a partir de amostras de liquido cefalorraquidiano, urina e sangue, sendo
que, o ideal para Vvisualizacdo seria  aproximadamente  10%
leptospiras/mL/célula/campo. Portanto, a busca de leptospiras pela microscopia
de campo escuro apresenta sensibilidade e especificidade baixas (LEVETT,
2004; AHMAD E SHAH, 2005). Somado a isto, a simples deteccdo de
espiroguetas ao exame direto ndo permite o diagnéstico definitivo da doenca,
sendo pertinente a realizacao de outras técnicas diagnosticas complementares,

como as provas sorolégicas e moleculares.

2.6.2. Exames soroldgicos

Considerado como teste “Padrdo Ouro”, o manual da Organizacao
Mundial de Saude Animal (OIE) recomenda realizar a Soroaglutinacao
Microscopica (MORI et al., 2017).

O principio da SAM é a deteccédo de anticorpos da classe IgM e 1gG. A
maior sensibilidade deste teste € durante a fase inicial da infeccdo. Neste
periodo os anticorpos apresentam titulos mais elevados. Esta fase inicia-se a
partir do oitavo dia de infecgcdo quando atinge picos até a quarta semana.

Entretanto anticorpos funcionais especificos do sorovar podem persistir por
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varios meses. A SAM exige a manutencdo periodica dos sorovares e equipes
treinadas para leitura dos resultados da reacdo de aglutinacéo (NILOOFA et al.,
2015).

2.6.3. Exames moleculares

A Reacdo em Cadeia da Polimerase dentre os exames para deteccéo de
micro-organismos revolucionou o diagnostico de doencas infecciosas. Tem
como principio a amplificacdo de acidos nucleicos e identificacdo rapida e
especifica em amostras clinicas. Os métodos baseados na PCR apresentam
resultados com maior sensibilidade e especificidade diretamente de culturas
positivas ou de amostras clinicas (BABAFEMI et al., 2017).

Descrito por Mérien et al. (1992) o protocolo objetiva a amplificacdo de
um fragmento de 331 pares de bases e a utilizacdo dos primers LEP1/LEP2,

para deteccao e codificacdo de leptospiras.

2.6.4. Justificativa

Tendo em vista a importancia da leptospirose como zoonose € 0
potencial risco a saude publica, pelo seu carater ocupacional para diferentes
categorias profissionais, especialmente aos profissionais de frigorificos, como
médicos veterinarios e magarefes, 0s quais apresentam uma continua
exposicdo a visceras e secre¢bes dos animais durante a linha de abate,
justifica-se neste estudo a verificacdo da leptospirose em bovinos abatidos em

um frigorifico localizado na regido Centro-Oeste do Estado de Sdo Paulo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais
- Avaliar o estado sanitario de bovinos de corte, abatidos em frigorifico

localizado no Centro-Oeste paulista, quanto a infeccéo por leptospiras.

3.2. Especificos
- Verificar a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira em bovinos abatidos em

frigorifico a partir da Soroaglutinacdo Microscopica (SAM);

- Verificar a participagdo de bovinos sorologicamente positivos e negativos
como portadores renais e/ou hepaticos de Leptospira spp. pela pesquisa do
DNA no sangue e nesses tecidos pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de Realizacdo das Técnicas
As analises soroldgicas e a pesquisa molecular foram realizadas junto
ao Laboratério de Sanidade Animal de Bauru (LASAB), da Agéncia Paulista de

Tecnologia dos Agronegocios — APTA/SAA — Pd6lo Centro-Oeste — Bauru-SP.

4.2. Organograma de Trabalho

Amostras bovinas:

144 sangue;144 rins; 144 figados

Detecgao de anticorpos Detecgao de
anti-Leptospiraspp. por SAM Leptospiraspp por PCR
: I
Triagem x ok
Extracao
Reagente J— Naoreagente Quantificagdo | |
I das amostras
Titulacao
PCR
Primers | |
LEP1/LEP2
Eletroforese
Positivo |+ Negativo

Figura 1. Organograma de Trabalho — Provas diagndsticas para Leptospira
spp. pelas técnicas de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) e Reagdo em
Cadeia da Polimerase convencional (cPCR).

4.3. Aspectos éticos
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O projeto de pesquisa foi aprovado em reunifo do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Campus Botucatu,
sob numero 63/2017 (Anexo 1).

4.4. Procedéncia e quantidade dos animais

Foram avaliados 144 bovinos, abatidos em frigorifico localizado na
regido Centro-Oeste paulista. A escolha dos animais foi aleatoria, independente
de sexo, raca e idade, considerando-se apenas animais de propriedades
procedentes do Estado de S&o Paulo, localizados em quatorze diferentes
municipios (Quadro 1). Amostras de sangue, figados e rins de seis animais ndo
foram processadas, tendo em vista sua perda durante o processo de colheita

na linha de abate.

Quadro 1. Municipios de procedéncia de 144 bovinos abatidos em frigorifico

localizado na regido Centro-Oeste paulista. Botucatu, SP, 2019.

Municipios Animais
Presidente Alves 23
Riversul 23
Itai 17
Bariri 10
Lencéis Paulista 10
Santa Cruz do Rio Pardo 20
Vargem 10
Avai 7
Bauru 7
Itaporanga 7
Colémbia 5
Avaré 3
Sabino 1
Sao José do Barreiro 1
Total 144
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4.5. Amostras bioldgicas
4.5.1. Colheita, acondicionamento e transporte das amostras bioldgicas

Foram colhidas amostras sanguineas e 0s respectivos fragmentos de
figado e rins de 144 bovinos machos e fémeas procedentes de frigorifico
localizado na regido do Centro-Oeste paulista. As amostras de sangue e
fragmentos dos tecidos foram coletadas durante a linha de abate.

As amostras de figado e rins foram colhidas com tesouras e pincas de
metal esterilizadas em alcool 70% no momento de cada colheita, e o0s
fragmentos dos tecidos eram envoltos em papel aluminio e acondicionados em
caixa térmica refrigerada, transportados ao laboratério e mantidos sob
refrigeracdo a -20°C até o momento da manipulacdo e posteriores
processamentos.

A colheita das amostras de sangue foi procedida no momento do abate
durante a sangria dos animais. Coletou-se 10mL de sangue total de cada
animal em tubos de vidro com tampas de borracha, sendo um tubo com
anticoagulante (EDTA ou Citrato de Sédio) para a prova da PCR; e outro tubo
sem anticoagulante para a SAM.

Os tubos foram devidamente identificados com o numero de cada animal
e acondicionados sob temperatura de refrigeracdo em caixa isotérmica com
gelo reciclavel até a chegada ao laboratorio. As amostras de sangue em EDTA
foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL, devidamente identificados e
mantidos sob congelamento a -20 °C até o momento de realizacdo da extracédo
de DNA para PCR. As amostras de sangue em tubo seco foram centrifugadas
a 3000 rpm durante 15 minutos e o soro foi armazenado em freezer a -20°C até

o momento de realizacdo da SAM, como visto na Figura 2:
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Figura 2. A) Materiais utilizados durante colheita a campo; B) Colheita de
sangue durante o abate na calha de sangria; C) Colheita e acondicionamento
das amostras de figado; D) Colheita e acondicionamento das amostras de rins;
E) Acondicionamento. Botucatu, SP, 2019. Fonte: Arquivo pessoal

4.5.2. Processamento das amostras bioldgicas
As amostras de sangue foram acondicionadas em microtubos livres de
DNAse e RNAse em duplicatas, com um volume total de 2 mL por amostra,
identificadas e armazenadas em freezer a -20 °C.
Das amostras de tecidos, foram pesadas aliquotas de 1 grama por
amostra de figado e rim, em balanca analitica e, em capela de fluxo laminar, as
amostras foram aliqguotadas em microtubos contendo 200 microlitros de PBS

pH 7,6 e armazenadas em freezer a -20 °C até o seu processamento.
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Em capela de fluxo laminar, a proxima etapa no processamento das
amostras de tecidos foi a preparacado dos inéculos para posterior extracdo do
DNA. Desta forma, os fragmentos de tecidos foram retirados dos microtubos e
macerados em cadinhos de porcelana estéreis. Apos a maceracao, adicionou-
se 2 mL de Solucdo Salina Tamponada (SST) pH 7,6 pipetando-se 1.000
microlitros do sobrenadante para dois microtubos livres de DNAse e RNAse (1
mL para cada um), identificados e mantidos em freezer a -20 °C até a
realizacdo da extracdo de DNA. Os procedimentos podem ser visualizados na

Figura 3.

Figura 3. A) Pesagem das amostras de figado e rim em balanca analitica. B)
Retirada dos fragmentos em capela de fluxo laminar para maceracdo em
cadinhos de porcelana. C) Maceracdo das amostras de tecidos em Solucéo
Salina Tamponada pH 7,6 e colheita do sobrenadante. Fonte: arquivo pessoal
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4.6. Exames Diagnosticos
4.6.1. Soroaglutinacdo Microscopica (SAM)

A técnica soroldgica utilizada foi a prova de SAM segundo as normas do
Ministério da Saude (BRASIL, 1995). Foram utilizadas uma bateria de 17
sorovares de Leptospira spp., especificos para herbivoros, mantidas em tubos
contendo meio de cultura liquido de EMJH, acondicionadas em estufa
bacteriol6gica entre 28°C a 30°C, faixa de temperatura ideal para o seu
desenvolvimento, com quatro a 14 dias de crescimento, e que n&o
apresentassem contaminantes e nem auto-aglutinacées.

Cada amostra de soro foi diluida inicialmente a 1:50 em solucdo salina
tamponada (SST) pH 7,6 como ponto de corte positivo e testada para os 17
sorovares de Leptospira spp. (Tabela 1), considerando-se como positiva aquela
gue apresentasse 50% ou mais de leptospiras aglutinadas em relacdo ao
controle negativo (BRASIL, 1995). Os 17 sorovares utilizados foram mantidos
por repigues semanais em meio de cultura liquido de EMJH.

O teste foi realizado em duas etapas: triagem e titulacdo. Todas as
amostras eram submetidas a triagem, e as reagentes eram entdo submetidas a

segunda fase, a titulacéo.

4.6.1.1. Triagem

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

2. Em uma microplaca, previamente marcada, pipetaram-se 50 uL
da solucdo A formando uma fileira. O nimero de poc¢os preenchidos dependeu
do numero de sorovares testados na placa. A acdo foi repetida para cada
orificio dos controles negativos, mas com SST em vez do soro em teste.

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

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

horas.

4.6.1.2. Titulacao



42

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

2. Preparacdo em microplaca com fileiras de seis pocos, cada poco
correspondendo a uma diluicéo.

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

4. Colocaram-se 100 uL da solugdo A no primeiro poco de reacgéo de
cada sorovar testado. Nos demais pocos colocoram-se 50 uL de SST pH 7.6.

5. Para a obtencdo das diluicbes, procedeu-se da seguinte forma:
Pipetaram-se 50 uL da primeira diluicdo para o proximo po¢o (que continha 50
uL da SST), agindo assim sucessivamente, homogeneizando e desprezando
50 uL da ultima diluicdo. No final, todos os poc¢os apresentaram 50 uL de
suspensao (solucdo A + SST), correspondentes as diluicbes 1:50 até 1:3200
em cada fileira.

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

7. Incubou-se a microplaca conforme descrito para a triagem.

8. Na leitura, considerou-se como titulo aglutinante a maior diluicdo
do soro capaz de aglutinar no minimo 50% de leptospiras por campo, em

relacdo ao controle.

A Figura 4 ilustra a realizagdo da SAM e a interpretacdo dos

resultados de aglutinacao.
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Figura 4. A) Realizacdo da fase de Titulagdo — prova de Soroaglutinacdo
Microscopica — SAM; B) Aglutinacbes observadas sob microscopia de campo

escuro; aumento de 10X. Botucatu, SP, 2019. Fonte: arquivo pessoal

4.6.2. Exames Moleculares pela técnica de Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) para Leptospira spp.

4.6.2.1. Preparo das amostras para a extragdo do DNA
O sangue e tecidos (figado e rim) colhidos dos 144 bovinos abatidos em
um frigorifico localizado no Centro-Oeste paulista, foram armazenadas em

microtubos a —20 °C e descongeladas em gelo para a extragcdo do DNA.

4.6.2.2. Extracdo e quantificacdo do DNA

A extracdo de DNA a partir do sangue foi realizada utilizando-se o kit
lllustra Blood™ genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare) e a partir das
amostras de figado e rim, foi realizada a extracdo de DNA utilizando-se o kit
lllustra™ Tissue & Cells Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare®),

conforme recomendacdes do fabricante.
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Para avaliar a concentracdo de DNA presente em cada amostra, foram
submetidas ao aparelho de quantificacdo (Quantificador NanoVue Plus®). Para
tanto, calibrou-se o aparelho utilizando-se 2uL de agua ultrapura na cavidade
indicada. Apoés calibracdo, acrescentou-se 2uL de cada amostra de DNA
extraido e acionou-se a leitura para obtencdo dos resultados, ou seja, da
concentracdo de DNA de cada amostra. Os acidos nucleicos absorvem luz no
comprimento de onda eletromagnética equivalente a 260nm, enquanto
proteinas absorvem luz a 280nm.

A estimativa de pureza de DNA na amostra foi verificada pela relacao de
absorbancia 2%9/2g0. Valores desta reacdo entre 1,8 a 2,0 sdo considerados
otimos para DNA. De acordo com Silveira et al. (2010) os valores acima de 1,8

podem indicar excesso de proteinas (Figura 5).

Figura 5. Concentragdo de DNA presente em cada amostra e respectiva
quantificacdo em espectrofotometro (NanoVue Plus®). Botucatu, SP, 2019.
Fonte: arquivo pessoal.

4.6.2.3. Amplificacdo do DNA
Os iniciadores utilizados foram descritos por Mérien et al. (1992), os
quais amplificam 331 pb, como segue:
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LEP 1 (5 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’)
LEP 2 (5 TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3’)

A amplificacdo do DNA foi realizada segundo a adaptacdo descrita por
Mérien et al.,(1992). As reacdes de PCR foram realizadas em microtubos de
0,2 mL com volumes totais de 25 uL, sendo 2,5 uL de MgClz (1,5 mM), 0,5 uL
de solucédo de dNTP (0,2 mM), 0,5 uL de Taq Platinum DNA (1U) (Invitrogen),
0,5 uL de cada iniciador ou primer (10 pM), 17,75 uL de agua ultrapura e 2 uL
de DNA da amostra obtida no final da extragéo a 10 ng.

A preparacao foi realizada em termociclador Mastercycler Pro gradiente
(Eppendorf®), com o seguinte perfil de ciclagem: 94 °C por trés minutos, 30
ciclos de 94 °C por um minuto, anelamento a 63 °C por 1 minuto e extenséo a
72 °C por dois minutos, incluindo-se dez minutos adicionais a 72 °C ao final
para completar a extensao dos segmentos amplificados (Figura 6).

Os amplicons foram visualizados (software Chromas 2.3.) e alinhados
pelo programa MEGA4, submetidos ao BLASTnN
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) e comparados com as sequéncias
depositadas nos bancos de dados.

e

Figura 6. Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR) para Leptospira spp. em

termociclador, segundo Mérien et al. (1992), utilizando os primers LEP1/LEP2.

Botucatu, SP, 2019. Fonte: arquivo pessoal.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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4.6.2.4. Eletroforese

A visualizagdo dos produtos amplificados foi realizada pela técnica de
eletroforese. Para tanto foi preparado gel de agarose a 1,5% acrescentado com
1 uL/mL de SYBR Safe DNA gel stain (Life Technologies). Foram utilizados 15
uL do produto de PCR e como marcadores de peso molecular 4 uL de 100 pb
ladder (Invitrogen). Para todas as amostras foram acrescentados 2 uL de uma
solucédo de Blue Juice Gel Loading (Life Technologies).

O gel foi submetido a corrida eletroforética em uma cuba horizontal
HE33 (Amershan Biosciences) contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09mL de acido
bérico e 0,001M de EDTA) e a voltagem de 80V por 50 minutos, utilizando a
fonte Electrophoresis Power Supply Model EPS 301 (GE-Healthcare). O gel foi
visualizado no transluminador de luz UV e a imagem capturada pelo sistema
Major Science™ foi documentada utilizando-se o software Vision Works LS
(Figura 7).

Figura 7. Visualizacdo de controle positivo para Leptospira interrogans sorovar
Pomona (14A). Botucatu, SP, 2019. Fonte: arquivo pessoal.
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4.6.2.5. Controles

Para cada sequéncia de extracdo e purificacdo, foram utilizados
controles positivos e negativos para a PCR. Para isto foram preparadas
suspensodes de Leptospira interrogans sorovar Pomona (14A) na concentragao
de 2,0x10% leptospiras/mL, como controle positivo. Para o controle negativo foi

utilizada agua ultrapura.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Para calcular o tamanho da amostra foi utilizado o programa Epi

Info™ (http://www.openepi.com). Nesta versido online do software foi calculado

o tamanho amostral utilizando-se o intervalo de confianca de 95% para uma
populacao infinita e baseado em dados de soroprevaléncia no Estado de Séao
Paulo. O procedimento utilizado para a andlise estatistica foi baseado na

distribuicdo de frequéncias das variaveis.


http://www.openepi.com/
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6. RESULTADOS

6.1. Soroaglutinagdo Microscopica — SAM

Dos 144 animais avaliados, 71/144 (49,3%) foram reagentes a SAM a

pelo menos um dos sorovares testados.

Observou-se soropositividade para 12 dos 17 sorovares avaliados, com
prevaléncia para o sorovar Djasiman. Dos 71 animais reagentes, 0S sorovares
mais frequentes foram Djasiman (56,3%), em 40 animais; Hardjoprajitno
(40,8%) em 29 animais; HardjoCTG em nove animais (12,7%); Hardjo (11,3%)
em oito animais; Hardjobovis (11,3%) em oito animais; Pyrogenes (9,8%) em
sete animais; Wolffi (8,4%) em seis animais; Castellonis (7,0%) em cinco
animais; Pomona (4,2%) em trés animais; Gryppothyphosa (1,4%) em um
animal; Hardjomini (1,4%) em um animal; Icterohaemorrhagiae (1,4%) em um
animal; e Bratislava (1,4%) em um animal.

Os sorovares nao reagentes foram: Canicola, Copenhageni, Guaricura e
Tarassovi. O numero de animais reagentes a SAM e 0s respectivos sorovares

estdo apresentados na figura 8.
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Figura 8. Sorovares reagentes a SAM em 144 bovinos abatidos em frigorifico
da regido Centro-Oeste paulista. Botucatu, SP, 2019.
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Quanto aos titulos observados a SAM, 63 (88,7%) animais apresentaram
titulos entre 100 e 200; dez (14,1%) animais apresentaram titulo 400; sete
(9,8%) animais apresentaram titulo 800 e 14 (19,7%) animais titulo 1600. N&o
houve resposta para os titulos 3200 e 6400.

Dos 14 animais reagentes com titulos 1600, 11 (78,6%) desses animais
responderam ao sorovar Djasiman, sendo que, destes, quatro eram
procedentes de Bauru, trés animais de Santa Cruz do Rio Pardo; trés de
Riversul; e um animal procedente de S&o José do Barreiro.

Os resultados sorologicos podem ser visualizados no quadro 2.

Quadro 2. Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) de 144 bovinos abatidos em

frigorifico da regido Centro-Oeste paulista. Botucatu, SP, 2019.

Animal |Resultado Sorovar Titulacéo
1 R 8Ae 15 800 e 100
2 15,8A e 16B 100, 100 e 100
3 R 82 100
4 R 82 100
5 R 8Ae 15 100 e 100
6 R 82 100
7 R 82 100
8 R 15 100
11 R 8A, 16B e PRA 200, 100 e 1600
12 R 82 100
13 R 8A, 14A, 15 e 16B 800, 800, 400 e 100
14 R 144 200
16 R MIN 100
18 R 144 100
19 R CTG 200
30 R 15 200
31 R 3e8 400 e 1600
32 R 8A e PRA 1600 e 100
33 R 8A e PRA 800 e 800
34 R 3 100
35 R 8A e PRA 800 e 400




36 R PRA 1600
37 R 3 e PRA 100 e 100
38 R 8A, 16A e PRA 100, 100 e 100
39 R 8A, 16A e PRA 1600, 100 e 1600
40 R 8A, 16A e PRA 1600, 100 e 400
A1 = 3, 8A, 16A, PRA e

CTG 200, 1600, 100, 200 e 400
42 R 8A, 16A e PRA 1600, 100 e 100
43 R 8A e 162 1600 e 200
44 R 8A, PRA e BOV 800, 100 e 100
45 R 8A e PRA 1600 e 400
46 R 8A e PRA 800 e 100
a7 R 8A, 16A e PRA 1600, 100 e 200
48 R PRA, CTG e BOV 1600, 800 e 200
49 R 8A, PRA e CTG 1600, 100 e 1600
50 R 8A, 16A e PRA 1600, 100 e 200
52 R P 200
53 R 82 100
55 R 82 100
59 R PRA e CTG 200 e 100
60 R 82 100
61 R BOV 100
62 R BOV 100
64 R 82 100
69 R PRA e BOV 200 e 100
73 R 8A e PRA 100 e 100
75 R PRA 200
76 R PRA 400
77 R CTG 200
84 R PRA 100
94 R BOV 100
97 R CTG 200

53
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109 R 15 100

113 R 8A, 3 e PRA 100, 100 e 200
117 R 9 100

120 R 16B 100

121 R 82 400

122 R 8AeB 100 e 100
124 R PRA 100

125 R 16B 100

127 R 82 400

129 R 82 200

131 R 11B 100

134 R 82 400

136 R 82 200

138 R 16B 100

139 R 82 100

141 R 82 100

145 R CTG,BOVe 1B 100, 100 e 100
146 R PRA 100

150 R PRAe CTG 100 e 200

Legenda: NR = ndo reagente; R = reagente; 8A = Djasiman, 15 = Pyrogenes, 3 = Castellonis, 16A = Hardjo, PRA =
Hardjoprajitino; 14A = Pomona, CTG = HardjoCTG; BOV = Hardjobovis, 1B = Bratislava, 9 = Grippotyphosa, 11B =
Icterohaemorrhagiae, 16 B = Wolffi, MIN = Hardjomini.

6.2. Reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR) para

Leptospira spp.

6.1.1. Quantificagcdo de DNA

Os resultados de quantificagdo de DNA obtidos a partir das amostras
dos sangue, figado e rim de 144 bovinos, podem ser visualizados no Apéndice
1.

6.1.2. Reac&o em Cadeia da Polimerase (PCR) para Leptospira spp.
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Os iniciadores LEP1 e LEP2 utilizados nas provas moleculares foram
descritos por Mérien et al.(1992), os quais amplificam 331 pb.

Os resultados moleculares evidenciaram a presenca de DNA de
Leptospira spp. em rins de 21 animais, em figado de cinco animais, em figado

e rins em dois animais e em sangue, em um (01) animal.

hY

A visualizagdo dos produtos amplificados a eletroforese a partir de
amostras de sangue, figado e rim pode ser observada nas Figuras 9, 10, 11,
12,13 e 14.

A figura 9 ilustra a PCR para Leptospira spp. em amostras de sangue.
Houve a deteccéo do gene codificador do fragmento de 331 pb de Leptospira

spp. apresentando positividade para a amostra 132.

Marcador 100pb
LASAB/APTA- 06/02/2019 2 123

AMOSTRAS SANGUE BOVINOS e
LEP 1/LEP 2 5 126

Agarose 2,0% - 100V — 80min 6. 127
7. 128
8. 129
9. 130
10. 131
11,132
12,133
13. 135
14. 136
15. 137
16. 138
17. 139
18. 140
19. 141
20. 142
21. 143
22 144
23. 145
24146
25147
26. 148
27. 149
28. 150
29. (+) Positivo 14A

30. (-) Negativo

Figura 9. Gel de agarose a 1% corado com Syber® Safe. Amplificacdo de uma
amostra de sangue de bovino abatido em frigorifico na regido Centro-Oeste
paulista. Note-se a deteccdo do gene codificador do fragmento de 331 pb de
Leptospira spp. com positividade para a amostra 132. Controle positivo:
Leptospira interrogans sor. Pomona. Controle negativo: agua mili Q. Botucatu,
SP, 2019.
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A figura 10 ilustra a PCR para Leptospira spp. em amostras de figado.
Houve deteccdo do gene codificador do fragmento de 331 pb de Leptospira
spp. nas amostras 5, 6 e 10 (correspondentes aos animais 21, 22 e 30,

respectivamente).

LASAB/APTA - 06/0872018

AMOSTRAS FIGADO BOVINOS
LEP 1/LEP 2

Agerose 2.0% - 100V ~ 80min

Figura 10. Gel de agarose a 1% corado com Syber® Safe. Amplificacéo de trés
amostras de figado de bovinos abatidos em frigorifico na regido Centro-Oeste
paulista. Note-se a deteccdo do gene codificador do fragmento de 331 pb de
Leptospira spp. nas amostras 5, 6 e 10 (correspondentes aos animais 21, 22 e
30, respectivamente). Controle positivo: Leptospira interrogans sor. Pomona.

Controle negativo: agua mili Q. Botucatu, SP, 2019.
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A figura 11 ilustra PCR para Leptospira spp. em amostras de figado.
Houve deteccdo do gene codificador do fragmento de 331 pb de Leptospira
spp. nas amostras 2 e 4 (correspondentes aos animais 22 e 25,

respectivamente).

e LASAB/APTA — 0B08/2018
' AMOSTRAS REPETICAO FIGADO BOVINO
Qﬁ’ ’LEP 1/LEP 2

Agarses 2 0% - 100V - Bdmin

>

Figura 11. Gel de agarose a 1% corado com Syber® Safe. Amplificacdo de
duas amostras de figado de bovinos abatidos em frigorifico na regido Centro-
Oeste paulista. Note-se a deteccdo do gene codificador do fragmento de 331
pb de Leptospira spp. has amostras 2 e 4 (correspondentes aos animais 22 e
25, respectivamente). Controle positivo: Leptospira interrogans sor. Pomona.

Controle negativo: agua mili Q. Botucatu, SP,2019.
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A figura 12 ilustra PCR para Leptospira spp. em amostras de figado.
Houve deteccdo do gene codificador do fragmento de 331 pb de Leptospira

spp. apresentando positividade para a amostra 39.

Marcador 100pb 30. 63
LASAB/APTA- 06/02/2019 33 31. 64

AMOSTRAS FiIGADO BOVINOS 3 3 2 6

33. 66

LEP 1/LEP 2 5 34

Agarose 2,0% - 100V — 80min

Figura 12. Gel de agarose a 1% corado com Syber® Safe. Amplificacdo de
amostras de figado de bovinos abatidos em frigorifico na regido Centro-Oeste
paulista. Note-se a deteccdo do gene codificador do fragmento de 331 pb de
Leptospira spp. apresentando positividade para a amostra 39. Controle
positivo: Leptospira interrogans sor. Pomona. Controle negativo: agua mili Q.
Botucatu, SP, 2019.
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A figura 13 ilustra da PCR para Leptospira spp. em amostras de rins.
Houve deteccdo do gene codificador do fragmento de 331 pb de Leptospira
spp. nas amostras 2, 6, 7 e 21 (correspondentes aos animais 1, 5, 6 e 22,

respectivamente).

1. Marcador 100pb
LASAB/APTA- 08/08/2018 7 \R\:J',
AMOSTRAS RIM BOVINOS :
LEP 1/LEP 2 5. IRo4

Agarose 2,0% - 100V - 80min 6. IR05

7. IR06
8. IR07
9. IR08
10. IR11
1. IR12
12. IR13
13 IR14
14. IR15
15. IR16
16. IR17
17. IR18
18. IR19
19. IR20
20. IR21
21. IR22
22 IR23
23. IR25

Figura 13. Gel de agarose a 1% corado com Syber® Safe. Amplificacdo de
quatro amostras de rim de bovinos abatidos em frigorifico na regido Centro-
Oeste paulista. Note-se a deteccédo do gene codificador do fragmento de 331
pb de Leptospira spp. has amostras 2, 6, 7 e 21 (correspondentes aos animais
1, 5 6 e 22, respectivamente). Controle positivo: Leptospira interrogans sor.

Pomona. Controle negativo: agua mili Q. Botucatu, SP, 2019.
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A figura 14 ilustra PCR para Leptospira spp. em amostras de rins.
Houve deteccdo do gene codificador do fragmento de 331 pb de Leptospira
spp. apresentando positividade para as amostras 34, 36, 39, 57, 74, 75, 76, 77,
78, 80, 92, 93, 94, 98, 102, 104 e 118.

Marcador 100pb
LASAB/APTA— 18/02/2019 2. (-) Negativo

AMOSTRAS RIM BOVINOS s Y

LEP 1/LEP 2 5. 36

Agarose 2,0% - 100V — 80min 37

10

Figura 14. Gel de agarose a 1% corado com Syber® Safe. Amplificacdo de 17
amostras de rins de bovinos abatidos em frigorifico na regido Centro-Oeste
paulista. Note-se a deteccdo do gene codificador do fragmento de 331 pb de
Leptospira spp. apresentando positividade para as amostras 34, 36, 39, 57, 74,
75,76, 77, 78, 80, 92, 93, 94, 98, 102, 104 e 118. Controle positivo: Leptospira

interrogans sor. Pomona. Controle negativo: agua mili Q. Botucatu, SP, 2019



61



6.3. Resultados - Sorologia e PCR

moleculares para Leptospira spp. em 25 dos 144 animais testados (17,4%), a

O quadro 3 demonstra a positividade em

relacdo as provas

partir da PCR de sangue e tecidos (figado e rim), bem como os respectivos

resultados sorologicos destes animais positivos a PCR.

Quadro 3. Resultados moleculares positivos para Leptospira spp. de 25
bovinos abatidos em frigorifico do Centro-Oeste paulista, a partir de amostras
de sangue e tecidos (figado e/ou rim) e respectivos resultados sorolégicos pela

técnica de SAM. Botucatu, SP, 2019.

A PROC S | SANG | FIG | RINS SAM

01 Riversul M| NEG | NEG | POS 8A-800 e 15-100

05 Riversul M| NEG | NEG | POS 8A-100 e 15-100

06 Itai F | NEG | NEG | POS 8A-100

21 Colombia F | NEG | POS | NEG NR

22 Colombia F| NEG | POS | POS NR

25 Colombia F | NEG | POS | NEG NR

30 | StaCruzRioPardo | F| NEG | POS | NEG 15-200

34 | StaCruzRioPardo | F| NEG | NEG | POS 3-100

36 | StaCruzRioPardo | F| NEG | NEG | POS PRA-1600

39 | S0 José do Barreiro | M| NEG | POS | pos | O T000-10A100€
PRA-1600

57 | StaCruzRioPardo | F| NEG | NEG | POS NR

74 Itai F | NEG |NEG | POS NR

75 Itai F | NEG |NEG | POS PRA-200

76 Lencois Paulista F | NEG |NEG | POS PRA-400

77 Lencois Paulista F | NEG |NEG | POS CTG-200

78 Lencois Paulista F | NEG |NEG | POS NR

80 Lencois Paulista F | NEG |NEG | POS NR

92 Vargem M| NEG | NEG | POS NR
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93 Vargem M| NEG | NEG | POS NR
94 Vargem M| NEG | NEG | POS BOV-100

NE NR
98 Lencois Paulista M NEG | POS

G

102 Presidente Alves F | NEG | NEG | POS NR
104 Presidente Alves F | NEG | NEG | POS NR
118 Presidente Alves F | NEG |NEG | POS NR
132 Itaporanga F| POS |NEG | NEG NR

A=animal; PROC=procedéncia; S=sexo; SANG=sangue; FIG=figado; M=macho; F=fémea; NEG=negativo;
POS=positivo; 8A= Djasiman, 15= Pyrogenes, 3= Castellonis, 16A= Hardjo, PRA= Hardjoprajitino, 14A= Pomona,
CTG=HardjoCTG e BOV= Hardjobovis




)
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7. DISCUSSAO

A avaliacdo do estado sanitario do rebanho de bovinos de corte
procedentes de propriedades localizadas no interior paulista e abatidos em
frigorifico, em relacdo ao diagndstico de leptospirose, € de extrema
importancia, tendo em vista 0s possiveis riscos a que os trabalhadores de
frigorificos estdo expostos, pela sua atribuicdo de manipulacdo de sangue e
visceras, e pelo tempo de exposi¢cdo e contato prolongado com leptospiras,
caso estejam presentes. Para tanto, procedeu-se a pesquisa molecular de
Leptospira spp. a partir de amostras de sangue, figados e rins de bovinos pela
técnica de PCR convencional;, bem como verificou-se a soroprevaléncia de
Leptospira spp. em amostras de sangue destes animais, mediante a SAM.

Pudemos verificar que, dentre o universo amostral de 144 bovinos
estudados, 54 (37,5%) ndo apresentaram titulo de anticorpos para Leptospira
spp. e nem DNA detectado em sangue, figado e/ou rim; porém 71 animais
(49,3%) foram sororreagentes e 25 animais (17,4%) apresentaram DNA de
Leptospira spp, 0 que pode ser visualizado no Apéndice 1. Tais resultados nos
demonstram a necessidade de implementacdo de manejo zoosanitario nas
propriedades de procedéncia destes animais, tendo em vista 0 risco
ocupacional, tanto nas fazendas - contaminacdo de pastos e fomites e contato
com secrec¢les, principalmente urina - quanto no frigorifico, quando da lida
destes animais e contato direto com sangue, visceras e secrecfes (urina),
pelos funcionarios, durante a linha de abate.

Ainda, em relacdo a possibilidade de transmissdo da leptospirose nas
fazendas, segundo Rajala et al. (2017) a proximidade de animais de producgéo
préximas aos domicilios nas propriedades acentua para o risco de transmissao
de zoonoses, dentre elas a leptospirose.

Em relacdo a titulagdo nos animais reagentes, a maioria deles
apresentaram titulos de 100 e 200, demonstrando a exposi¢cdo ao agente e a
cronicidade da infec¢do. De acordo com Pinna et al. (2018) animais em estagio

cronico da infeccdo se comportam como reservatorios e fonte de infeccdo. Os
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maiores titulos aglutinantes foram de 1600 para os sorovares Djasiman e
Hardjoprajitino.

A alta prevaléncia do sorovar Djasiman, sorovar frequente em animais
silvestres, alerta para o desequilibrios ambientais, desmatamentos e mais
especificamente na regido amostrada, a proibicdo da queimada da cana de
acucar no interior paulista, propiciando uma maior proximidade entre animais
de producéo e animais silvestres. Langoni et al. (2016), avaliando-se pela SAM
soros de 55 capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), procedentes dos estados
de Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Parana, verificaram 23 soros reagentes,
sendo 13,04% para o sorovar Djasiman. Vieira et al. (2016) também
observaram que, de um total de 35 animais silvestres procedentes do Pantanal
e de quatro diferentes espécies silvestres avaliadas, 0s sorogrupos prevalentes
foram Javanica e Djasiman. E fato que animais silvestres percorrem as
propriedades e se aproximam dos animais de producdo nos pastos e acudes,
0S quais podem se infectar com a urina contaminada destes, e vice-versa, pela
eliminacdo de leptospiras na urina por estes animais silvestres, possibilitando a
infeccdo de outros animais contactantes.

Por outro lado, em relagcdo ao sorovar Guaricura, testado nos animais
deste estudo, nenhum animal foi reagente, diferente ao observado por Loureiro
et al. (2016), em que cinco isolados de leptospiras a partir de urina e fluido
vaginal de bovinos procedentes do Rio de Janeiro, por sequenciamento
verificou-se homologia com sorovar Guaricura.

Os resultados observados quanto a presenca de DNA de leptospiras em
rins de 21 animais, figado em cinco, figado e rim em dois e em sangue em um
(01) animal, trazem um alerta para Saude Publica quanto ao risco ocupacional
da leptospirose para os trabalhadores de frigorificos.

Observou-se um animal positivo a PCR para Leptospira spp. em rim,
com titulo sorolégico 800 para o sorovar Djasiman. Tal resultado pode
demonstrar que no momento da coleta, este animal se encontrava no pico de
producdo de anticorpos, com tendéncia a cronicidade da infec¢do, o que
poderia ser verificado caso se realiza-se sorologia pareada, notando-se a
gueda de producéo de anticorpos em um segundo momento.

Verificou-se também dois animais positivos para figado e rim, sendo um

deles reagente para os sorovares Djasiman e Hardjoprajtino, com titulo 1600, o
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gue pode significar a mesma situacdo observada para o sorovar Djasiman. Em
outro animal, ainda que detectado o DNA de Leptospira spp., se apresentava
nao reagente, o que pode sinalizar a infecgdo por outro sorovar nao testado
neste estudo, ou ainda uma infeccao cronica, com leptospiras presentes em
figado e rim.

Por outro lado, um animal apresentou DNA de Leptospira spp. em
sangue, porém ndo reagente a sorologia. Isto demonstra que o animal
paralelamente encontrava-se na fase aguda da infeccéo. Desta forma o contato
com o sangue deste animal representa um risco para os funcionarios do
frigorifico, tendo em vista a exposicdo a que 0s mesmos se encontram, ainda
que utilizem os equipamentos de protecao individual (EPIs). PGde-se observar
que, durante a linha de abate, ocorre o contato direto com o0 sangue do animal,
pois as luvas protegem até uma pequena parte dos bracos.

Estudo realizado em industrias frigorificas de ovinos da Nova Zelandia
comprovou que em cerca de 10000 manipuladores de carcacgas, ao redor de
276 podem adquirir a infec¢cdo anualmente devido ao trabalho em matadouro,
demostrando risco para Saude Publica. Esse fato reforca a importancia do uso
dos Equipamentos de Protecédo Individual (EPIs) adequados (DREYFUS et al.,
2014). Do mesmo modo Maze et al. (2018) comprovaram que 20% dos casos
de leptospirose em humanos estdo relacionados aos trabalhadores rurais e
trabalhadores expostos as fezes, urina e sangue de bovinos.

Cada vez mais ha necessidade de se utilizar diagnésticos eficazes e que
de maior precisdo para o diagnéstico dessa enfermidade. Para a maior
precisdo do diagnostico da leptospirose sem duvida é aquele que evidencie a
presenca das leptospiras nos tecidos e fluidos corporais. Algumas limitacdes
sdo evidentes, pois dependem da deteccdo direta do agente nas amostras
colhidas. Nesse caso, o ensaio direto como a PCR é o de elei¢do. Por outro
lado, os testes diagndsticos indiretos com os resultados da deteccdo de
anticorpos pela SAM, sao ferramentas Uteis para diagnostico da infecgdo, como
evidenciados no presente estudo.

A pesquisa de leptospiras apresenta limitacdes na deteccdo de animais
positivos na fase cronica da infeccdo; portanto a PCR tem sido incentivada
como importante ferramenta para o diagnostico da leptospirose e identificagéo
desses animais (LOUREIRO et al., 2017).
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Pela técnica da PCR, pode-se verificar que 25 dos 144 bovinos
avaliados (17,4%) apresentaram DNA de Leptospira spp., um animal positivo
em amostra de sangue, denotando infec¢cdo aguda. Em se tratando de bovinos
de corte, encaminhados para o abate em frigorifico e tendo-se as amostras
sido coletadas no momento da linha de abate, pbde-se verificar o risco
ocupacional a que os trabalhadores estdo expostos. Ainda que utilizassem os
equipamentos de protecao individual (EPIs), pdéde-se observar que os mesmos
apresentavam alguma parte do corpo em contato direto com as secrecdes dos
animais, como sangue, bem como exposi¢ao as visceras, sendo o figado e rim
bastante manipulados na inddstria e, portanto, com risco de infeccdo durante o
trabalho, j& que os mesmos permanecem durante muitas horas em contato
com estes produtos.

Segundo Pinto (2015), nos testes comparados em seu estudo, a SAM
apresentou um aumento significativo da sensibilidade ao redor de 10% quando
cepas locais autécotones foram utilizadas como antigenos.

Durante a resposta especifica da infeccdo, como exemplo temos o
resultado positivo da PCR da amostra de sangue do animal 132 que apresenta
a duracdo de aproximadamente 10 dias decorrentes do periodo de instalacdo
da doenca, o agente desaparece da corrente sanguinea; jA numa segunda fase
da doenca, o paciente se apresenta em fase de bacteritria ou leptospiruria que
pode durar varios meses e costuma ser intermitente; nesse caso, ha maior
sensibilidade dos resultados na PCR, podendo-se utilizar de amostras
biolégicas como urina ou sangue (MERIEN et al., 1992).

Para o diagndstico a partir de amostras de urina, a PCR se mostra
ferramenta mais Util e especifica sendo o teste mais apropriado para o
diagndstico da leptospirose em animais que se tornam portadores inaparentes
e que sao disseminadores do agente no meio ambiente, potenciais fontes de
infeccdo (HAMOND et al., 2014).

Os resultados verificados nesta pesquisa revelam animais com
caracteristicas de estagios cronicos da infecgdo. Os animais de numeros 22 e
39 apresentaram DNA do agente em figado e rim, o que demonstra que tais
animais se infectaram e eram portadores do agente, com eliminacdo de

leptospiras no ambiente.
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Os animais de numeros 21, 25, 30 e 39 apresentaram DNA de
Leptospira apenas no figado, o que demonstra a infeccdo destes animais pelo
agente, sendo importantes fontes de infeccdo nas industrias frigorificas, do
mesmo modo que lanimal, o animal de numero 132 com presenca de DNA de
leptospira no sangue o que indica infeccdo aguda, expondo trabalhadores da
linha de producéo ao risco ocupacional desta doenca.

Os animais 01, 05, 06, 22, 34, 36, 57, 74, 75, 76, 77, 78, 80, 92, 93, 94,
98, 102, 104, 118 apresentaram Leptospira spp. nos rins, o que 0S
caracterizam como possiveis fontes de infeccdo e eliminacdo do agente no
meio ambiente, principalmente os animais 01, 36 e 39 por apresentarem titulos
mais elevados, 800 e 1660 para o sorovar Djasiman e Hardjoprajtino.

De acordo com Pinna (2018) principalmente em paises tropicais e
subdesenvolvidos a leptospirose bovina apresenta grande desafio para o
controle que impacta negativamente a Saude Publica, concordamos com essa
ponderagéo avaliando-se os aspectos referentes aos sorovares envolvidos, o
meio ambiente que oferece condicbes de manutencédo destes, além da acao

humana.
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8. CONCLUSOES

- O estado sanitario dos rebanhos bovinos deste estudo mostrou-se né&o
adequado, tendo em vista a deteccdo de animais portadores de Leptospira
Spp.;

- A elevada ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. indica
exposicdo ao agente, cronicidade da infeccdo, e a presenca do material
genético do agente em sangue e tecidos, aponta para necessidade de
implementacéo de programas de sanidade animal, e para o carater ocupacional

desta zoonose em frigorificos.

- A complementacdo dos testes sorologicos e moleculares empregados
neste estudo possibilitou diagndstico mais abrangente e sensivel com maior

conhecimento de dados epidemiolégicos sobre a infecgcéo leptospirica.
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Protocolo de extracdo de DNA - kit lllustraBlood™genomicPrep Mini Spin

(GE HealthcareR

Adicionar 20 uL de proteinase K em um microtubo.

2. Adicionar 300 uL de sangue total nesse mesmo microtubo.

w

© © N o 0 b

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

Incubar o microtubo na temperatura ambiente por 10 minutos

Centrifugar rapidamente para homogeneizar a amostra.

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

Centrifugar por 1 minuto a 11 000 rcf.

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

no mesmo tubo coletor.

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

11.Centrifugar por 1 minuto a 11 000 rcf.

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

nele.

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

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

ele.

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

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

17.Deixar incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

18. Centrifugar por 1 minuto a 11 000 rcf.

19.Desprezar a coluna e guardar o microtubo com o DNA a -20 °C.
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Protocolo de extracdo de DNA - kit lllustraTissue™genomicPrep Mini Spin
(GE HealthcareR

1. O tecido ja preparado em microtubo devera ser centrifugado a 16000rcf por
2 min.
Descartar o sobrenadante e adicionar 50 uL de PBS 7,2.

Agitar por 10 seg. no agitador (vortex).

r w DN

Adicionar 50 uL da solucéao Lise 1.

o

Adicionar 10 uL da solucéo proteinase K e agitar por 15 seg.

o

Incubar em banho-maria por 60 min. a 56 °C.

7. ApOs esse periodo centrifugar a 2000rcf por 10 seg.

8. Adicionar 500 uL de Lysis Buffer Type 4 e agitar por 15 seqg.

9. Incubar o microtubo na temperatura ambiente por 10 min.

10. Paralelamente, montar uma minicoluna dentro de um tubo coletor.

11.Transfira o conteddo do microtubo dentro da minicoluna.

12.Centrifugar por 1 minuto a 11 000 rcf.

13.Remover o tubo coletor para descartar o conteiddo e montar a minicoluna
no mesmo tubo coletor.

14. Adicionar 500 uL de Lysis Buffer Type 4 a coluna.

15. Centrifugar por 1 minuto a 11 000 rcf.

16.Descartar o conteudo do tubo coletor e montar a minicoluna novamente
nele.

17.Adicionar 500 uL de Wash Buffer Type 6.

18.Centrifugar por trés minutos a 11000rcf e descartar o tubo coletor e
transferir a coluna para um microtubo livre de DNAse.

19. Adicionar 50 uL do buffer de elui¢éo, preaquecido a 70 °C.

20.Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

21.Centrifugar por 1 minuto a 11000 rcf.

22.Descartar a coluna e armazenar o microtuboem freezer a -20 °C.
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Apéndice 1. Resultadosgerais das técnicas diagnosticas de Soroaglutinacéo
Microscopica (SAM) e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
Leptospiraspp. a partir de sangue, figado e rim de 144 bovinos abatidos em
frigorifico do Centro-Oeste paulista. Botucatu, SP, 2019.

PCR SAM
A | PROCEDENCIA | S | SANG | FIG | RIM Sorovar Titulagao
01 Riversul M| NEG | NEG | POS 8A e 15 800 e 100
02 Riversul M| NEG | NEG | NEG 15,8A e 16B 100, 100 e 100
03 Riversul M| NEG | NEG | NEG 8A 100
04 Riversul M| NEG | NEG | NEG 8A 100
05 Riversul M| NEG | NEG | POS 8A e 15 100 e 100
06 Itai F | NEG | NEG | POS 8A 100
07 Itai F | NEG | NEG | NEG 8A 100
08 Sabino F | NEG | NEG | NEG 15 100
11 Avai M| NEG | NEG | NEG | 8A, 16B e PRA | 200, 100 e 1600
12 Avai M| NEG | NEG | NEG 8A 100
13 | Presidente Alves | M | NEG | NEG | NEG OA 14A, 15€ | 800,800, 400
16B 100

14 | Presidente Alves | M| NEG | NEG | NEG 14A 200
15 | Presidente Alves | M| NEG | NEG | NEG NR NR
16 Avai M| NEG | NEG | NEG MIN 100
17 Avai M| NEG | NEG | NEG NR NR
18 Avai M| NEG | NEG | NEG 14A 100
19 Avai M| NEG | NEG | NEG CTG 200
20 Avai M| NEG | NEG | NEG NR NR
21 Colombia F | NEG | POS | NEG NR NR
22 Colombia F | NEG | POS | POS NR NR
23 Colombia F | NEG | NEG | NEG NR NR
25 Colombia F | NEG | POS | NEG NR NR
26 Colombia F | NEG | NEG | NEG NR NR
30 Sta Cruz Rio F | NEG | POS | NEG

Pardo 15 200
31 Sta Cruz Rio F | NEG | NEG | NEG 3e8A 400 e 1600
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Pardo
Sta Cruz Rio
32 NEG | NEG NEG
Pardo 8A e PRA 1600 e 100
Sta Cruz Rio
33 NEG | NEG NEG
Pardo 8A e PRA 800 e 800
Sta Cruz Rio
34 NEG | NEG | POS
Pardo 3 100
Sta Cruz Rio
35 NEG | NEG NEG
Pardo 8A e PRA 800 e 400
Sta Cruz Rio
36 NEG | NEG | POS
Pardo PRA 1600
Sta Cruz Rio
37 NEG | NEG NEG
Pardo 3e PRA 100 e 100
Sta Cruz Rio
38 NEG | NEG | NEG
Pardo 8A, 16Ae PRA | 100, 100 e 100
Sao José do
39 . NEG | POS | POS
Barreiro 8A, 16A e PRA | 1600, 100 e 1600
Sta Cruz Rio
40 NEG | NEG NEG
Pardo 8A, 16A e PRA | 1600, 100 e 400
3, 8A, 16A, 200, 1600, 100,
41 Riversul NEG | NEG | NEG
PRA e CTG 200 e 400
42 Riversul NEG | NEG | NEG | 8A, 16Ae PRA | 1600, 100 e 100
43 Riversul NEG | NEG | NEG 8A e 16A 1600 e 200
8A, PRA e
44 Bauru NEG | NEG | NEG
BOV 800, 100 e 100
45 Bauru NEG | NEG NEG 8A e PRA 1600 e 400
46 Bauru NEG | NEG | NEG 8A e PRA 800 e 100
47 Bauru NEG | NEG | NEG | 8A, 16A e PRA | 1600, 1000 e 200
PRA, CTG e
48 Bauru NEG | NEG NEG
BOV 1600, 800 e 200
8A, PRA e
49 Bauru NEG | NEG | NEG
CTG 1600, 100 e 1600
50 Bauru NEG | NEG | NEG | 8A, 16Ae PRA | 1600, 100 e 200
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Santa Cruz do

51 F | NEG | NEG NEG NR NR
Rio Pardo
Santa Cruz do
52 . F | NEG | NEG | NEG PRA 200
Rio Pardo
Santa Cruz do
53 F | NEG | NEG NEG 8A 100
Rio Pardo
Santa Cruz do
54 . F | NEG | NEG | NEG NR NR
Rio Pardo
Santa Cruz do
55 ] F | NEG | NEG NEG 8A 100
Rio Pardo
Santa Cruz do
56 F | NEG | NEG NEG NR NR
Rio Pardo
Santa Cruz do
57 . F | NEG | NEG | POS NR NR
Rio Pardo
Santa Cruz do
58 F | NEG | NEG NEG NR NR
Rio Pardo
Santa Cruz do
59 . F | NEG | NEG | NEG PRA e CTG 200 e 100
Rio Pardo
Santa Cruz do
60 F | NEG | NEG NEG 8A 100
Rio Pardo
61 Itai F | NEG | NEG | NEG BOV 100
62 Itai F | NEG | NEG NEG BOV 100
63 Itai F | NEG | NEG NEG NR NR
64 Itai F | NEG | NEG | NEG 8A 100
65 Itai F | NEG | NEG NEG NR NR
66 Itai F | NEG | NEG NEG NR NR
67 Itaf F | NEG | NEG | NEG NR NR
68 Itai F | NEG | NEG NEG NR NR
69 Itai F | NEG | NEG NEG PRA e BOV 200 e 100
70 Itaf F | NEG | NEG | NEG NR NR
71 Itaf F | NEG | NEG | NEG NR NR
72 ltai F | NEG | NEG NEG NR NR
73 Itai F | NEG | NEG | NEG 8A e PRA 100 e 100
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74 Itai F | NEG | NEG | POS NR NR
75 Itai F | NEG | NEG | POS PRA 200
76 | Lencois Paulista | F | NEG | NEG | POS PRA 400
77 | Lengdis Paulista | F | NEG | NEG | POS CTG 200
78 | Lencgois Paulista | F | NEG | NEG | POS NR NR
79 Lengols F | NEG | NEG | NEG NR NR
Paulista
80 | Lencgodis Paulista | F | NEG | NEG | POS NR NR
81 Riversul M| NEG | NEG | NEG NR NR
82 Riversul M| NEG | NEG | NEG NR NR
83 Riversul M| NEG | NEG | NEG NR NR
84 Riversul M| NEG | NEG | NEG PRA 100
85 Riversul M| NEG | NEG | NEG NR NR
86 Vargem M| NEG | NEG | NEG NR NR
87 Vargem M| NEG | NEG | NEG NR NR
88 Vargem M| NEG | NEG | NEG NR NR
89 Vargem M| NEG | NEG | NEG NR NR
90 Vargem M| NEG | NEG | NEG NR NR
91 Vargem M| NEG | NEG | NEG NR NR
92 Vargem M| NEG | NEG | POS NR NR
93 Vargem M| NEG | NEG | POS NR NR
94 Vargem M| NEG | NEG | POS BOV 100
95 Vargem M| NEG | NEG | NEG NR NR
96 Lengois M| NEG | NEG | NEG NR NR
Paulista
97 | Lencgéis Paulista | M| NEG | NEG | NEG CTG 200
98 | Lencoéis Paulista | M| NEG | NEG | POS NR NR
99 Lengois M| NEG | NEG | NEG NR NR
Paulista
100 Lengois M| NEG | NEG | NEG NR NR
Paulista
101 Presidente F | NEG | NEG | NEG NR NR

Alves
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102 | Presidente Alves NEG | NEG | POS NR NR
Presidente
103 NEG | NEG NEG NR NR
Alves
104 | Presidente Alves NEG | NEG | POS NR NR
Presidente
105 NEG | NEG NEG NR NR
Alves
Presidente
106 NEG | NEG | NEG NR NR
Alves
Presidente
107 NEG | NEG | NEG NR NR
Alves
Presidente
108 NEG | NEG NEG NR NR
Alves
109 | Presidente Alves NEG | NEG | NEG 15 100
Presidente
110 NEG | NEG | NEG NR NR
Alves
Presidente
111 NEG | NEG | NEG NR NR
Alves
Presidente
112 NEG | NEG NEG NR NR
Alves
113 | Presidente Alves NEG | NEG | NEG 8A, 3e PRA 100, 100 e 200
Presidente
114 NEG | NEG NEG NR NR
Alves
Presidente
115 NEG | NEG | NEG NR NR
Alves
Presidente
116 NEG | NEG NEG NR NR
Alves
117 | Presidente Alves NEG | NEG | NEG 9 100
118 | Presidente Alves NEG | NEG | POS NR NR
Presidente
119 NEG | NEG NEG NR NR
Alves
120 | Presidente Alves NEG | NEG | NEG 16B 100
121 Riversul NEG | NEG NEG 8A 400
122 Riversul NEG | NEG | NEG 8AeB 100 e 100
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123 Riversul F | NEG | NEG | NEG NR NR
124 Riversul F | NEG | NEG | NEG PRA 100
125 Riversul F | NEG | NEG | NEG 16B 100
126 Riversul F | NEG | NEG | NEG NR NR
127 Riversul F | NEG | NEG | NEG 8A 400
128 Riversul F | NEG | NEG | NEG NR NR
129 Riversul F | NEG | NEG | NEG 8A 200
130 Riversul F | NEG | NEG | NEG NR NR
131 Itaporanga F | NEG | NEG | NEG 11B 100
132 Itaporanga F | POS | NEG | NEG NR NR
133 Itaporanga F | NEG | NEG | NEG NR NR
134 Itaporanga F | NEG | NEG | NEG 8A 400
135 [taporanga F | NEG | NEG | NEG NR NR
136 [taporanga F | NEG | NEG | NEG 8A 200
137 [taporanga F | NEG | NEG | NEG NR NR
138 Avaré M| NEG | NEG | NEG 16B 100
139 Avaré M| NEG | NEG | NEG 8A 100
140 Avare M| NEG | NEG | NEG NR NR
141 Bariri F | NEG | NEG | NEG 8A 100
142 Bariri F | NEG | NEG | NEG NR NR
143 Bariri F | NEG | NEG | NEG NR NR
144 Bariri F | NEG | NEG | NEG NR NR
145 Bariri F | NEG |NEG | NEG CTG’liov ® | 100,100 € 100
146 Bariri F | NEG | NEG | NEG PRA 100
147 Bariri F | NEG | NEG | NEG NR NR
148 Bariri F | NEG | NEG | NEG NR NR
149 Bariri F | NEG | NEG | NEG NR NR
150 Bariri F | NEG | NEG | NEG PRA e CTG 100 e 200

A=animal; S=sexo; SANG=sangue;FIG=figado; M=macho; F=fémea; NEG=negativo; POS=positivo; NR=n&o reagente;

8a =Djasiman, 15= Pyrogenes, 3=Castellonis, 16A=Hardjo, PRA =Hardjoprajitino, 14A = Pomona, CTG = HardjoCTG e

BOV = Hardjobovis. OBS: Houve perda das amostras biol6gicas dos animais: 9,10, 24, 27, 28 e 29 na linha de abate.
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Apéndice 2. Quantificacdo do DNA das amostras de sangue de bovinos

coletada em frigorifico do Centro-Oeste paulista. Botucatu - SP, 2019.

Amostra  Relacdo %9230  DNA amostra (ng/ul)
BS 132 1,965 56,0

Quantificacdo do DNA das amostras de figado de bovinos coletados em

frigorifico do Centro-Oeste paulista. Botucatu, SP, 2019.

Amostra  Relacdo %5920  DNA amostra (ng/ul)

IF21 1,846 -24,0
IF22 1,154 52,5
IF25 -0,606 -3,0
IF30 1,424 60,5
IF39 1,177 8,3

Quantificacdo do DNA das amostras de rim de bovinos coletados em frigorifico
do Centro-Oeste paulista. Botucatu, SP, 2019.

Amostra  Relacdo %9230  DNA amostra (ng/ul)

IRO1 1,597 9,9
IRO5 1,698 5,4
IRO6 1,122 6,5
IR22 1,427 7,3
IR34 1,874 16,4
IR36 1,699 9,6
IR39 1,240 46,5
IR57 1,931 22,5
IR74 2,001 19,0
IR75 2,177 27,0
IR76 2,603 15,8
IR77 2,941 20,0

IR78 2,217 24,5




IR80
IR92
IR93
IR94
IR98
IR102
IR104
IR118

2,381
1,542
1,380
1,683
1,713
1,761
1,950
2,713

20,0
13,8
9,8
17,0
18,5
28,0
20,0
17,5
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