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DETECCAO DE ANTICORPOS E PESQUISA DE DNA DE Leptospira spp. E
Brucella spp. EM BOVINOS ABATIDOS NO ESTADO DO RIO GRANDE DO
NORTE

ARAUJO, Kénia Suénia Meira de. Deteccdo de anticorpos e pesquisa de DNA de
Leptospira spp. e Brucella spp. em bovinos abatidos no Estado do Rio Grande do
Norte. 2012. 84f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal: Producdo e Sanidade
Animal) - Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA), Mossoro-RN, 2012,

RESUMO: Objetivou-se pesquisar aglutininas anti-Leptospira spp. e anti-
Brucella spp. em bovinos de abatedouros publicos no Estado do Rio Grande do Norte,
bem como confirmar através da PCR, a presenca desses agentes nos ovarios e
epididimos desses animais. Para isso, foram colhidos durante a linha normal de abate, o
sangue e ovario ou epididimo, de 306 animais no periodo de dezembro de 2010 a agosto
de 2011. Através da Reacdo de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) foram detectados
189 (61,76%) animais sororeagente para Leptospira spp., sendo o sorovar Hardjo
(24,9%) o mais predominante, seguido do Wolffi, Butembo, Icterhaemorrragiae e
Hebdomadis que contribuiram com frequéncias que variaram de 14,8% a 2,6%. Os
sorovares Australis, Pomona, Grippotyphosa, Patoc, Canicola, Autumnalis e Sentot
foram menos frequentes. Em anéalise em separado, 0 sorovar Hadjo apresentou maior
ocorréncia no periodo seco do que no chuvoso (p=0,031). Para a brucelose os animais
foram triados através da prova do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e
confirmados pela prova do 2-mercaptoetanol (2-ME). Trés animais foram positivos ao
AAT, desses apenas um reagiu positivamente ao 2-ME. A PCR foi utilizada para
deteccdo do DNA bacteriano nas amostras de ovario e epididimo. Nenhuma amostra foi
positiva na PCR para deteccdo de DNA da Brucella spp. e Leptospira spp. Diante do
exposto conclui-se que a infecgdo por Leptospira spp. em bovinos ocorre no semiarido
do Rio Grande do Norte com maior frequéncia para o sorovar Hardjo durante o periodo
seco do ano. A brucelose foi detectada, mas com baixa frequéncia. Através da PCR néo
foi detectado DNA de Leptospira spp. e Brucella spp. nos ovarios e epididimos dos

animais.

Palavras chaves: Brucella spp., Doencas infecciosas, Epididimo, Leptospira spp.,

ovario, e PCR



DETECTION OF ANTIBODY AND SEARCH OF Leptospira spp. AND Brucella
spp. IN CATTLE SLAUGHTERED IN STATE OF RIO GRANDE DO NORTE

ARAUJO, Kénia Suénia Meira de. Detection of antibody and search of Leptospira spp.
and Brucella spp. in cattle slaughtered in state of Rio Grande do Norte. 2012. 84f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal: Producdo e Sanidade Animal) -
Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2012.

ABSTRACT: This study was aimed at researching anti-Leptospira spp. and
anti-Brucella spp. agglutinins in cattle slaughtered in public slaughterhouses in the State
of Rio Grande do Norte, as well as confirm the presence of these agents through PCR in
the ovaries and epididymides of the slaughtered animals. For such purpose, serum, and
ovary or epididymides were collected from cattle at the public slaughterhouses of that
state. Sampling was performed during normal slaughter line, without any interference as
the order, sex, age, or origin of the slaughtered animals. The screening of animal reagent
to leptospirosis was made through the Microscopic Agglutination Test (MAT). To
search for brucellosis, animals were screened by the Buffered Acidified Antigen test
(BAA) and as a confirmatory test 2-mercaptoethanol (2-ME) was used. To detect
bacterial DNA in samples of ovary and epididymides the Polymerase Chain Reaction
(PCR) was used. Of all the 306 animals evaluated, 189 (61.76%) were positive for the
MAT, where the predominant serovar was Hardjo (24.9%). The second most frequent
serovar was Wolffi (14.8%), followed by Butembo, Icterhaemorrragiae, and
Hebdomadis who contributed with frequencies ranging from 6.9% to 2.6%. Lower
frequencies were found for the serovars Australis (1.6%), Pomona (1.1%),
Grippotyphosa (1.1%) and Patoc (1.1%). Canicola, Autumnalis, and Sentot had
frequencies lower than 1%. Three animals were positive for the BAA test, however only
one of these reacted positively to 2-ME. Not one of the samples was positive for
Brucella spp. and Leptopira spp. DNA through the PCR technique. Given the above
mentioned data it was concluded that the Leptospira spp. infection in cattle in the
semiarid region of Rio Grande do Norte occurs at higher frequency with the serovar
Hardjo during the dry season of the year. The Brucella spp. infection is present but has
very low frequency, and no DNA from Leptospira spp. and Brucella spp. was detected
in the ovary and epididymis samples of the cattle examined.

Key words: Infectious diseases, Leptospira spp., Brucella spp., Ovary, Epididymis, and
PCR.
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1. CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta o segundo maior rebanho bovino do mundo com mais de
209,541 milhGes de cabecas, sendo um grande exportador de carne bovina (IBGE,
2010) e € o quarto maior produtor mundial de leite chegando a uma produgdo de mais
de 31,6 bilhdes de litros, superado apenas pelos EUA, india e China (FAO, 2010).
Apesar disso, 0s niveis de producdo e produtividade nacional, dos rebanhos de corte e
leite, ainda sdo muito baixos, sobretudo na regido do semiarido nordestino. Isto pode ser
atribuido desde a simples erros de manejo nutricional ou reprodutivo, ou até por graves
problemas sanitarios. Nos animais de producdo os problemas sdo multifatoriais
(JUNQUEIRA et al. 2006), mas destaca-se a importancia da brucelose e leptospirose
(MINEIRO et al., 2007; POESTER et al. 2009).

A brucelose e leptospirose sdo causadas, respectivamente, pela infec¢do de
bactérias Gram-negativas Brucella spp. e Leptospira spp. Nos bovinos estes agentes
causam principalmente transtornos reprodutivos, especialmente o abortamento,
nascimento de bezerros fracos e queda na producdo de leite, levando a consideraveis
perdas econdmicas (POESTER et al., 2009; NAVES et al., 2012). Além disso, possuem
potencial zoonOtico, acometendo principalmente veterindrios, laboratoristas,
trabalhadores rurais e de abatedouros (BARBANTE, 2010; GONCALVES et al., 2010;
GODFROID et al., 2011) .

A leptospirose esta relacionada as condi¢cBes ambientais e socioecondmicas, e a
infeccdo ocorre tipicamente pela exposicdo de membranas mucosas a bactéria, que é
eliminada pela urina de animais portadores renais e que encontram condicdes favoraveis
para sua sobrevivéncia (temperatura, pH e umidade), geralmente resultando no
aparecimento da doenca (GROOMS, 2006).

No Brasil, segundo o ultimo boletim técnico do Ministério da Saude (2010), no
periodo de 2001 a 2008, foram confirmados 27.330 casos de leptospirose em humanos,
atingindo uma letalidade de 11,1% para o mesmo periodo, evidenciando sua
importancia na saude publica. Diversos trabalhos com estudo da prevaléncia da

leptospirose em bovinos ja foram realizados no Brasil e mostraram que a leptospirose é
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cosmopolita e apresenta taxas variaveis (ROLIM, 2010).

A brucelose ocorre pelo contato do agente com qualquer mucosa, principalmente
a oral. Animais infectados liberam grande quantidade da bactéria durante o aborto e
parto, eliminando o agente através das secre¢des uterinas por até 30 dias, fazendo desses
materiais a principal via de eliminagdo para animais susceptiveis (LAGE et al., 2008).
Os seres humanos tornam-se vulneraveis a medida que mantém contato com esses
materiais ou por manter certos habitos alimentares, como o consumo de leite cru ou e
seus derivados ndo pasteurizados (ROLIM, 2010).

Estas doencas estdo intimamente ligadas as falhas reprodutivas tanto no macho
como na fémea da espécie bovina. Trabalhos ja retrataram a importancia da transmisséo
desses patdgenos através do sémen de animais infectados. A Leptospira spp. pode esta
associada a problemas de infertilidade, sendo encontrada no trato genital de touros com
a forma subclinica da doenca e desse modo eliminar a bactéria pelo sémen
(HEINEMANN et al., 1999, GIVENS; MARLEY, 2008).

A Brucella abortus também pode se localizar no trato reprodutivo de touros
causando orquite, epididimite e até mesmo infertilidade. Além disso, também é
disseminada através do uso da inseminacdo artificial, porém na brucelose bovina, a
transmissdo pelo coito ndo possui grande importancia, ja que o sémen é depositado na
vagina, onde as defesas inespecificas dificultam o processo de infeccdo. Na fémea esses
microrganismos se localizam preferencialmente no Utero gravidico e cotilédones,
provocando o abortamento (BRASIL, 2006).

Levando em consideracdo 0s prejuizos reprodutivos provocados por estas
enfermidades, o seu impacto econémico e a seu potencial zoonético, o presente trabalho
teve como objetivo pesquisar aglutininas anti-Leptospira spp. e anti-Brucella spp. em
bovinos oriundos de abatedouros publicos do Estado do Rio Grande do Norte, bem
como detectar a presenca desses agentes, nos ovarios e epididimos de animais abatidos,
através da PCR.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 LEPTOSPIROSE

1.2.1.1 A doencga nos bovinos

Difundida mundialmente a leptospirose € uma doenca bacteriana, sistémica que
afeta diversas espécies de animais domésticos, silvestres e os seres humanos, assumindo
consideravel importancia como problema econdmico e de salde publica, (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010).

Nos bovinos os principais sinais clinicos incluem falhas reprodutivas como:
infertilidade, abortos, natimortos, mumificacdo fetal e nascimento de bezerros fracos
levando a uma baixa na producdo de carne e leite (CASTRO, 2006; ADLER,;
MOCTEZUMA, 2010; SARMENTO et al., 2012), sendo o sorovar Hardjo o mais
frequente em estudos de soroprevaléncia, nesta espécie (DEL FAVA et al., 2004; LAGE
et al., 2007; CASTRO et al., 2008; VIANA et al., 2010; HASHIMOTO et al., 2012;
MARTINS et al, 2012).

1.2.1.2 Epidemiologia

Apesar de estd mundialmente distribuida a leptospirose tem maior ocorréncia em
paises de clima tropical e subtropical, devido principalmente a maior sobrevida das
leptospiras em ambientes quentes e imidos (JOUGLARD, 2005; CASTRO, 2006).

O semiarido nordestino é caracterizado por apresentar altas temperaturas com
baixos indices pluviométricos, mesmo assim, a leptospirose ja foi diagnosticada no
semiarido paraibano em bovinos (LAGE et al., 2007) e caprinos (HIGINO et al. 2012);
na Bahia em bovinos (OLIVEIRA et al., 2010); e em caprinos (ARAUJO NETO et al.,
2010) e ovinos (AZEVEDO et al., 2004) no semiarido do Rio Grande do Norte.
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Em paises como o Brasil, tanto em seres humanos quanto em animais, a infec¢do
ocorre sob a forma de surtos e estdo associados a periodos de alta pluviosidade,
presenca de roedores e mamiferos silvestres e domésticos, bem como a aguas
estaguinadas com altas concentragdes de animais (OLIVEIRA, 2008).

Sua ocorréncia estd relacionada as péssimas condi¢es de infraestrutura
sanitaria, reflexo da baixa condicdo socioecondmica. E ainda considerada doenca
ocupacional, pois € propensa a ocorrer principalmente em veterinarios, trabalhadores de
abatedouro e tratadores de animais, devido ao estreito contato com as fontes de infecgédo
(SILVA et al., 2012).

1.2.1.3 A bactéria

A leptospirose é uma doenca causada pela bactéria do género Leptospira que
pertence a familia Leptospiraceae, ordem Spirochaetales. Apresentam conformacéo
helicoidal, com aproximadamente 0,1um de didmetro e 6-20um de comprimento, que
contétm uma ou ambas as terminacGes das células curvadas além de dois flagelos
periplasmaticos responsaveis por sua motilidade. S&o moveis, aerdbicas, com
temperatura 6tima de crescimento entre 28 — 30°C (ADLER; MOCTEZUMA, 2010;
MACHRY et al., 2010). Sobrevivem em solo com pH em torno de 7,2 a 7,4 e de
preferéncia, com grande umidade. Aguas superficiais alcalinas, com pH entre 7 e 8,
também favorecem a sobrevivéncia das leptospiras (JOUGLARD, 2005). Sua
visualizagdo € possivel, em microscépio equipados com condensador de campo escuro
ou com contraste de fase. Porém ndo ha como diferenciar visualmente cada uma das
espécies do género (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2011).

Sua classificacdo pode ser fundamentada tanto em critérios soroldgicos (através
da afinidade antigénica) quanto em critérios genéticos. Ambas as classificacOes
reconhecem especies patogénicas e saprofitas, no entanto, a classificacdo soroldgica é
mais utilizada. Porém a classificacdo através dos critérios genéticos é uma tendéncia
futura (LEVETT, 2001).

De acordo com a classificacdo soroldgica o género Leptospira é dividido em
duas espécies: L. interrogans, incluindo todas as amostras patogénicas e; L. biflexa,

abrangendo as amostras ndo patogénicas, isoladas do ambiente. Essa classificacdo adota
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critérios relacionados a reagdes soroldgicas relativamente especificas que fornecem os
sorogrupos e sorovares de leptospiras patogénicas e saprofitas (LEVETT, 2001).

Em 2007, o subcomité de taxonomia da familia Leptospiraceae classificou esta
familia em 13 espécies patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii (genomospecies 1), L.
borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L.
noguchi, L. santarosai, L. terpstrae (genomospecies 3), L. weilii, L. wolffii, com mais de
260 sorovares, e seis espécies saprofitas: L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae
(genomospecies 5), L. kmetyi, L. Vanthielii (genomospecies 4), and L.
wolbachii,contendo mais de 60 sorovares (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

1.2.1.4 Patogenia

A patogenia da leptospirose ocorre a partir da penetracdo ativa da bactéria nas
mucosas, pele lesada ou até mesmo através da pele integra. Neste Ultimo caso a
penetracdo pode ocorrer em condic¢des que favorecam a dilatagdo dos poros, ou seja,
qguando ha uma permanéncia em tempo prolongado em colec¢Ges de aguas contaminadas
pela bactéria. Apés a invasdo, as leptospiras se multiplicam no intersticio e nos humores
organicos, caracterizando um quadro agudo septicemico, marcado pela leptospiremia.
Os microrganismos causam lesdes nas células endoteliais de revestimento celular
devido sua acdo mecéanica neste tecido, lesando 0s pequenos vasos, levando a
hemorragias, seguidas da formacdo de trombos e do blogueio do aporte sanguineo nas
areas atingidas (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Os sinais clinicos variam de acordo com a extensdo das lesGes e o tipo de 6rgao
acometido. Com o aparecimento de anticorpos circulantes a bacteremia cessa, mas
leptospiras se localizam e persistem em véarios Orgdos, especialmente no
tibulos proximais renais e do trato genital feminino. E nesta fase (imunoldgica) que
ocorre a colonizacgéo dos tubulos renais, local imunologicamente desprotegido (ELLIS,
1984).

Animais podem tornar-se portadores assintomaticos albergando leptospiras
virulentas nos tabulos renais por periodos prolongados e disseminando leptospiras

infecciosas no ambiente. Animais sensiveis adquirirem a infeccdo por contato direto ou
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indireto com a urina ou tecidos de animais infectados, sendo importantes fontes de
infeccdo para os animais e também para 0 homem (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

1.2.1.5 Diagnostico

O diagnostico laboratorial da leptospirose pode ser realizado por diferentes
técnicas laboratoriais baseadas na deteccdo direta ou indireta do agente. Dentre as
formas indiretas a deteccdo de anticorpos séricos pela reacdo de Soroaglutinacédo
Microscopica (SAM), é considerada a prova de referéncia, conforme preconiza a
Organizacdo Mundial da Salde. Apesar de ser uma prova soroldgica que permite a
determinacdo do sorovar envolvido, esta reagdo ndo possibilita o reconhecimento da
presenca das leptospiras, mas sim a resposta imunoldgica do hospedeiro infectado por
se tratar de um modo indireto, portanto ndo indica se a infeccdo € ativa (KEE et al.,
1994).

O isolamento bacteriano é um método diagnostico que permite a identificagcdo
definitiva do sorovar infectante, porém € laborioso e possui uma baixa sensibilidade
(GENOVEZ et al., 1993; SCARCELLI et al., 2004).

As leptospiras sdo cultivadas em meios especiais, geralmente contendo soro de
coelho. Sendo os meios de cultivo EMJH (Ellinghausen, McCullough, Johnson e
Harris) e o meio semissolido de fletcher, os mais utilizados para o crescimento
bacteriano, para o diagndstico direto da leptospirose. O crescimento das leptospiras é
lento e as culturas devem ser mantidas por até 13 semanas antes de serem descartadas
como negativas (LEVETT, 2001).

O isolamento das bactérias tem grande importancia nos estudos de investigacédo
epidemioldgicas, sendo essencial para a identificacdo da cepa envolvida em surtos ou
epidemias, ou mesmo circulante em determinada area geografica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003).

Nos ultimos anos as técnicas moleculares, baseadas na deteccdo do DNA, como
a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), vém sendo bastante utilizada para

diagnostico em fluidos e 6rgdos de varias espécies animais. Mostrando ser um método,
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répido, pratico e seguro no diagnostico efetivo para a confirmacdo da infeccdo em
bovinos (MINEIRO et al., 2011).

1.2.1.6 Tratamento e Controle

O controle da leptospirose nos animais domésticos depende de um correto
diagndstico, tratamento apropriado e da implantagdo de medidas de manejo adequada.
Nos bovinos a vacinacdo associada ao manejo desempenha um importante papel no
controle da leptospirose nas propriedades (GERRITSEN et al., 1993).

A vacinagdo tem se mostrado uma medida pratica e eficiente no controle de
focos de leptospirose, sendo recomendada a vacinagdo anual em rebanho fechados, e
semestral em rebanhos abertos. A vacina utilizada devera conter e ser elaborada, se
possivel com as sorovariedades mais prevalentes da regido (OLIVEIRA, 2008).

No entanto, a vacinacdo por si s6 ndo elimina o estado de portador, sendo
importante a associacdo da vacinagdo de todos os animais do rebanho e o uso do
antibidtico nos animais positivos (GIRIO et al., 2005).

CAVAZINE et al. (2008), observou em seu trabalho, que o uso de 25mg/kg do
sulfato de estreptomicina, em dose Unica, aumentou a eficiéncia reprodutiva de
rebanhos com leptospirose, com 87% dos animais estudados retornando a vida

reprodutiva normal.

1.2.2. BRUCELOSE

1.2.2.1. A doenga nos bovinos

A brucelose bovina é uma doenca infecciosa, causada pela Brucella abortus, e
que se manifesta principalmente por problemas reprodutivos como abortos no tergo
final da gestacdo e nascimento de bezerros fracos, acarretando em grandes perdas

econémicas (BRASIL, 2006). Estima-se que a diminui¢do da producéo de carne e leite
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seja da ordem de 25% e que o decréscimo da producdo de bezerros seja de 15%
(BERNUES et. al, 1997).

A brucelose é também uma zoonose e esta distribuida em todo o mundo,
concentrando-se principalmente nos paises em desenvolvimento. Pesquisas mostram
que a doenca ocorre endemicamente em todo o territério nacional (GONCALVES et al.,
2009a; SIKUSAWA et al., 2009; DIAS et al., 2009a; SILVA et al., 2009).

A brucelose nos rebanhos leva a queda na producdo animal e torna o produto da
pecuaria brasileira vulnerdvel as barreiras sanitérias e tarifarias, diminuindo sua
competitividade no mercado internacional (LUCAS, 2006). Além disso, as propriedades
onde a doenca estd presente, o valor comercial de seus animais fica depreciado e as
regides onde a doenca € endémica encontram-se em posi¢cdo desvantajosa na disputa de
novos mercados (BRASIL, 2006).

1.2.2.2. Epidemiologia

A brucelose bovina no Brasil tem sido diagnosticada em todos os estados do
pais. Porém, existem diferencas na prevaléncia da infeccdo por B. abortus entre os
estados. Em estudo soroldgico realizado pelo Ministério da Agricultura em 1975, foi
observada prevaléncia de 4,0% na regido Sul, 7,5% na regido Sudeste, 6,8% na regido
Centro-Oeste, 2,0% na regido Nordeste e 4,1% na regido Norte (POESTER et al., 2005;
LAGE et. al, 2008).

No periodo de 2001 a 2004, inquéritos soroepidemiolégicos realizados em 15
estados brasileiros (quadro 1) mostraram que a doenca esta disseminada em todas as
areas e que a situacdo € heterogénea tanto entre os estados como dentro das regides de
um mesmo estado (LAGE et al., 2008; MINHARRO, 2009).
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Quadro 1- Prevaléncia da brucelose bovina em animais e propriedades infectadas em 16

estados brasileiros.

Prevaléncia/
Estado I_:’reva_léncia/ propriedade Referéncias
animal infectado infectada
(foco)

Santa Catarina 0,06% 0,32% (SIKUSAWA et al., 2009)

Distrito Federal 0,16% 2,5% (GONCALVES; RIBEIRO;
et al., 2009b)

Bahia 0,66% 4,2% (ALVES et al., 2009)

Rio Grande do 1,0% 2,1% (MARVULDO et al., 2009)

Sul

Minas Gerais 1,1% 6,0% (GONGALVES;
DELPHINO; et al., 2009a)

Séo Paulo 3,8% 9,7% (DIAS; GONCALVES; et
al., 2009)b

Parana 1,7% 4,0% (DIAS; MULLER; et al.,
2009)a

Espirito Santo 3,5% 9,0% (AZEVEDO et al., 2009)

Sergipe 3,4% 12,6% (SILVA et al., 2009)

Goias 3,0% 17,5% (ROCHA et al., 2009)

Rio de Janeiro 4,1% 15,4% (KLEIN-GUNNEWIEK et
al., 2009)

Tocantins 4,4% 21,2% (OGATA et al., 2009)

Rondbnia 6,2% 35,2% (VILLAR et al., 2009)

Mato Grosso 10,2% 41,2% (NEGREIRQOS et al., 2009)

Mato Grosso do | 12,6% - Pantanal 41,5% (CHATE et al., 2009)

Sul

33,1% - Planalto

1.2.2.3. A bactéria

Sdo descritos dentro do género Brucella seis espécies independentes, cada uma

com seu hospedeiro preferencial: Brucella abortus (Bovinos e Bubalinos), Brucella

melitensis (caprinos e ovinos), Brucella suis (suinos), Brucella ovis (ovinos), Brucella

canis (cdes) e Brucella neotomae (rato do deserto). Sendo que as trés principais

especies, ou especies classicas, sdo subdivididas em biovariedades ou biovares

(BRASIL, 2006). Mais recentemente foram descobertas outras espécies conforme

descritos no quadro 2.
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Quadro 2- Espécies de Brucella, biovares, hospedeiros preferenciais e patogenicidade
para o ser humano.

Espécie Brucella Biovares Hospedei_ro Patogenicidade para
Preferencial humanos
B. melitensis 12e3 Ovinos e caprinos Alta
B. abortus 1,2,3,4,5,6e9 Bovinos Alta
B.suis 1,2e3 Porcos Alta
2 Javali, Lebre N3o?
4 Renas Alta
5 Roedores Nao
B. neotomae - Rato do deserto Néo
B. ovis - Ovinos Néo
B. canis - Caes Moderada
B. ceti - Cetaceos Desconhecida®
B. pinnipedialis - Pinipedes Desconhecida”
B. microti - Raposa e ratazana Desconhecida
B. inopinata - Desconhecido Alta

& Um caso de infecgdo por B. suis biovar 2 em um cagador imuno-deprimido descrito na Franga.
® Contaminag&o de um humano em laboratério descrito no Reino Unido. Dois casos de infecgdo natural
foram descritos, embora a fonte de infeccdo ndo possa ser rastreada até mamiferos marinhos.

(GODFROID et al., 2011).

As brucelas possuem a forma de cocobacilos ou bastonetes curtos, medindo 0,5 -
0,7 pum por 0,6-1,5 um, gram-negativos. Ndo possuem capsulas, sdo imoveis, parasitas
intracelulares facultativos, aerébios (alguns precisam de 5-10% de CO;) para
cprescimento ou isolamento inicial. Possuem temperatura de crescimento ideal 37°C,
mas crescem bem entre 24 - 40°C (MINHARRO, 2009).

A Brucella spp. também pode ser classificada de acordo com morfologia
colonial em dois grupos: lisas e rugosas. Essa morfologia esta associada a composicao
bioquimica do lipopolissacarideo (LPS) da parede celular, e para algumas espécies
possuem relacdo com a viruléncia (BRASIL, 2006).

Apesar de permanecer no ambiente a bactéria ndo se multiplica nele; sdo
relativamente resistentes aos fatores ambientais, mas sua resisténcia diminui quando
aumenta a temperatura e luz solar direta ou diminui a umidade. A pasteurizacdo e as
radiacOes ionizantes sdo métodos eficientes de destruicdo do microrganismo (BRASIL,
2006).
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1.2.2.4 Patogenia

A bactéria geralmente entra no organismo do hospedeiro através da mucosa oral
ou nasal. Ap6s a penetracdo na mucosa, ocorre uma multiplicacdo bacteriana com
consequente acdo fagocitaria pelos macréfagos do hospedeiro. Esse mecanismo
favorece a protecdo das brucelas, da acdo do sistema imune, pois permite a
sobrevivéncia dessas bactérias no interior dos macréfagos por grandes periodos,
evitando dessa forma, a acdo do complemento e dos anticorpos especificos (BRASIL,
2006).

Apds a multiplicacdo no sitio de entrada, a B. abortus é transportada, livre ou
dentro de macréfagos, para os linfonodos regionais, onde pode permanecer por meses.
Se a bactéria ndo for destruida ou ndo se tornar localizada, ha disseminagéo para varios
orgdos pela via linfatica ou hematdgena. Sendo os locais preferenciais os linfonodos,
baco, aparelho reprodutor masculino, Ubere e Utero (BRASIL, 2006). A grande
predilecdo da brucela pelo testiculo e Utero gravidico, pode ser explicada pelo seu
tropismo pelo eritritol, substancia presente nestes 6rgaos (GIVENS; MARLEY, 2008).

A infeccdo do utero gestante e do feto ocorre por via hematdgena. Inicialmente
ocorre uma multiplicacdo das brucelas no trofoblasto do placentoma, infectando
também as células adjacentes, levando a uma reacdo inflamatéria da placenta. Essas
lesbes placentérias impedem a passagem de nutrientes e oxigénio da mae para o feto,
bem como provocam a infeccdo do feto, levando ao aborto (BRASIL, 2006; XAVIER et
al., 2009)

Com o incremento da resposta imune celular apds o primeiro aborto, ocorre
reducdo no tamanho e nimero das lesBes nas gestacBes subsequentes. Portanto, o aborto
torna-se menos frequente, dando lugar a outras manifestacGes da doenca como a
retencdo da placenta (BRASIL, 2006) e nascimento de bezerros pequenos e fracos
(CHATE et al., 2009)
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1.2.2.5. Diagnostico

A brucelose animal pode ser diagnosticada por diferentes métodos ou pela
combinacgdo deles: o clinico (baseado nos sinais clinicos de aborto, nascimento de
bezerros fracos e esterilidade de fémeas e machos); o epidemiolédgico (fundamentados
na historia dos rebanhos); o direto (através do isolamento e identificacdo do agente
etiolégico, da reagdo em cadeia da polimerase — PCR, e as técnicas de
imunohistoquimica) e o indireto baseado na sorologia com as diferentes técnicas pela
demonstracdo de anticorpos especificos nos fluidos organicos (POESTER et al. 2005;
BRASIL, 2006; MINHARRO, 2009).

O sorodiagnéstico é a principal ferramenta para o controle da brucelose em
rebanhos, por permitir o monitoramento tanto da propriedade quanto de regides. Todos
os testes devem ser utilizados respeitando-se as normas técnicas estabelecidas pelos
organismos internacionais, com antigenos padronizados e especificos para cada prova
(RUIBAL, 2009).

No Brasil, os testes soroldgicos oficiais preconizados pelo Programa Nacional
De Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose - PNCEBT sdo: o Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), Anel em Leite, 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Fixacdo de
Complemento. Os dois primeiros como teste de triagem de rebanhos e os dois ultimos
como confirmatério (BRASIL, 2006).

O Teste de soroaglutinacdo com o Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) é
um método indireto e baseia-se na deteccdo da IgG1. E preparado com o antigeno na
concentracdo de 8%, tamponado em pH 4&cido (3,65) e corado com rosa de bengala
(BRASIL, 2006). Esta acidificacdo do antigeno reduz a acdo da IgM, tornando a prova
seletiva para a identificacdo da IgG1. Este teste possui alta sensibilidade, é pratico e de
baixo custo, e ainda é realizado em um menor espaco de tempo (MEGID et al,. 2000).
Além disso, detecta com maior precocidade as infecgdes recentes (BRASIL, 2006).

O teste do 2- Mercaptoetanol (2-ME) é um teste confirmatorio, preconizado pelo
PNCEBT e indicado quando se deseja confirmar o resultado de teste de triagem. E uma
prova quantitativa seletiva que detecta somente a presenca da 1gG, no soro, indicando a
infeccdo crénica. Deve ser sempre utilizada em paralelo com a prova lenta em tubos.
Esta prova estd fundamentada no fato de anticorpos da classe IgM, com configuracao

pentamérica, degradarem-se em subunidades pela acdo de compostos que contenham
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radicais tiol, fazendo com que estas subunidades percam seu poder aglutinante. Com
isso, soros com predominios de IgM apresentam reacGes negativas nessa prova e
reacOes positivas na prova lenta. A interpretacdo dos resultados é dada pela diferenca
entre os titulos dos soros sem tratamento (prova lenta), frente ao soro tratado com 2-ME
(BRASIL, 2006).

O isolamento e identificacdo € o método de referéncia de diagnodstico da
brucelose, porém a identificacdo da B. abortus € um processo lento, caro e de alto risco
para o laboratorista, pois envolve a manipulagédo de placentas contaminadas, exsudatos
vaginais, sémen, tecidos de fetos abortados ou leite contaminado, if que exige a
observacao de normas estritas de biosseguranca (POESTER et al, 2005; BRASIL, 2006;
MINHARRO, 2009).

Uma alternativa ao isolamento e identificacdo da bactéria é a Rea¢do em Cadeia
pela Polimerase (PCR) que é um método de identificacdo direto, rapido, altamente
sensivel e muito especifico (BRICKER, 2002).

Nos ultimos anos, diversos ensaios baseados na técnica de PCR foram descritos
para a identificacdo da Brucella sp. Alguns utilizam como alvo, seqiiéncias conservadas
do género Brucella, como o gene do RNA ribossémico 16S ou gene que codifica a
proteina bspc31, possibilitando a identificacdo genérica dos isolados. Estes ensaios
revelaram uma alta especificidade por ser possivel detectar um ndmero bastante
reduzido de bactérias na amostra, porém podem apresentar resultados falso — positivos
apenas com o Ochrobactrum anthropi, microorganismo do género mais relacionado
com Brucella spp. (VELASCO et al, 1998; POESTER et al, 2005).

A PCR ja foi empregada com sucesso tanto para culturas puras como para a
deteccdo da Brucella spp em varias amostras biolégicas, como cotilédones, linfonodos
supra-mamarios e pré-escapulares, Ubere e figado (RUIBAL, 2009); sangue (VIEIRA,
2004); leite (ROMERO; LOPEZ-GONI, 1999); sémen e urina (NOZAKI, 2008). A
analise direta das amostras clinicas possui a vantagem do resultado ser imediato, porém
requer um maior cuidado no preparo da amostra, para remover componentes inibidores
da PCR.
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1.2.2.6 Controle

Devido a importancia da brucelose bovina, em 2001, o Brasil instituiu o
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose - PNCEBT.
O programa é baseado basicamente em vacinacdo massal de fémeas (entre 3 a 8 meses
de idade), sacrificio dos animais positivos, certificacdo de propriedades livres por
rotinas de testes indiretos, controle do transito de animais e sistema de vigilancia
especifico (BRASIL, 2006; POESTER et al., 2009).

Quanto a vacinacdo, o PNCEBT adotou a vacina B19 para a imunizacdo em
massa das bezerras entre trés e oito meses de idade. A idade indicada para a vacinacao
visa ndo interferir na imunidade passiva (trés meses) e a minimizar reagdes vacinais e
proteger as bezerras antes de entrarem em puberdade (oito meses) (LAGE et al.,2008).
A vacinacdo fora da faixa etaria recomendada promove uma resposta sorologia que
interfere nos testes soroldgicos oficiais, produzindo um resultado falso-positivo. 1sso
ocorre por que a vacina B19 é produzida apartir de uma cepa lisa e, portanto expressa a
cadeia O em seu lipolissacarideo. A amostra vacinal rugosa RB51 ndo possui o
antigeno-O no lipopolissacarideo e, deste modo néo interfere no diagnostico sorologico
da brucelose (BASTOS et al., 2012). Apartir de 2007 a vacina RB 51 foi entdo
regulamentada no Brasil, sendo sua administracdo restrita a fémeas que ndo foram
vacinadas com a amostra B19 e para fémeas adultas ndo reagentes aos testes soroldgicos
em estabelimentos de criacdo com foco de brucelose (BRASIL, 2007).

Aliado ao PNCEBT, medidas adicionais como a correta desinfec¢cdo de areas e
utensilios contaminados, utilizacdo de piquetes de paricdo com destinacdo adequada dos
fetos e materiais de aborto, séo iniciativas simples que ajudam a diminuir a quantidade
de brucelas vivas no ambiente. 1sso ajuda no aumento dos niveis de protecdo da vacina,
ja que diminui a carga infectante e consequentemente a chance de outros animais se
contaminarem com a bactéria (BRASIL, 2006; LAGE et al, 2008).

Por fim, realizar medidas educativas para promover a conscientizacdo de todas
as pessoas envolvidas (produtores, tratadores, trabalhadores de abatedouros e técnicos)
para que as medidas preconizadas pelo programa sejam aplicadas de forma eficaz e com

IS0 atingir as metas e objetivos do programa.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar animais soropositivos para leptospirose e brucelose em bovinos de

abatedouros publicos do estado do Rio Grande do Norte.

1.3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Confirmar a presenca da Leptospira spp. e brucella sp., em amostras de tecidos
(ovérios e epididimo) colhidos de bovinos de abatedouros publicos do Estado do Rio

Grande do Norte, atraves da técnica da Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR).
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2. CAPITULO 2 - DETECQAO DE ANTICORPOS E PESQUISA DE DNA DE
Leptospira spp. E Brucella spp. EM BOVINOS ABATIDOS NO ESTADO DO RIO
GRANDE DO NORTE

RESUMO - Objetivou-se pesquisar aglutininas anti-Leptospira spp. e anti-Brucella
spp. em bovinos de abatedouros publicos no Estado do Rio Grande do Norte, bem como
confirmar através da PCR, a presenca desses agentes nos ovarios e epididimos desses
animais. Para isso, foram colhidos durante a linha normal de abate, o sangue e ovario ou
epididimo, de 306 animais no periodo de dezembro de 2010 a agosto de 2011. Através
da Reacdo de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) foram detectados 189 (61,76%)
animais sororeagente para Leptospira spp., sendo o sorovar Hardjo (24,9%) o mais
predominante, seguido do Wolffi, Butembo, Icterhaemorrragiae e Hebdomadis que
contribuiram com frequéncias que variaram de 14,8% a 2,6%. Os sorovares Australis,
Pomona, Grippotyphosa, Patoc, Canicola, Autumnalis e Sentot foram menos frequentes.
Em analise em separado, o sorovar Hadjo apresentou maior ocorréncia no periodo seco
do que no chuvoso (p=0,031). Para a brucelose os animais foram triados atraves da
prova do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e confirmados pela prova do 2-
mercaptoetanol (2-ME). Trés animais foram positivos ao AAT, desses apenas um reagiu
positivamente ao 2-ME. A PCR foi utilizada para deteccdo do DNA bacteriano nas
amostras de ovario e epididimo. Nenhuma amostra foi positiva na PCR para deteccdo de
DNA da Brucella spp. e Leptospira spp. Diante do exposto conclui-se que a infeccdo
por Leptospira spp. em bovinos ocorre no semiarido do Rio Grande do Norte com maior
frequéncia para o sorovar Hardjo durante o periodo seco do ano. A brucelose foi
detectada, mas com baixa frequéncia. Através da PCR nao foi detectado DNA de

Leptospira spp. e Brucella spp. nos ovarios e epididimos dos animais.

Palavras Chave: Doencas infecciosas, Leptospira spp., Brucella spp., ovério,
epididimo e PCR.
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2.2 INTRODUCAO

O Brasil apresenta o segundo maior rebanho bovino do mundo com mais de
209,541 milhdes de cabegas, sendo um grande exportador de carne bovina (IBGE,
2010) e é o quarto maior produtor mundial de leite chegando a uma producao de mais
de 31,6 bilhdes de litros, superado apenas pelos EUA, india e China (FAO, 2010).
Apesar disso, os niveis de producdo e produtividade nacional, dos rebanhos de corte e
leite, ainda sdo muito baixos, sobretudo na regido do semiarido nordestino. Nos animais
de producéo os problemas sdo multifatoriais (JUNQUEIRA, et al. 2006), mas destaca-se
a importancia da brucelose e leptospirose (MINEIRO et al., 2007; POESTER et al.
2009).

Causadas respectivamente pela Leptospira spp e Brucella abortus, estas doengas
sdo caracterizadas por desordens reprodutivas em bovinos, por acarretarem
principalmente abortamentos, natimortos, nascimento de bezerros fracos e diminuicao
na producdo de leite, levando a consideraveis perdas econémicas. Além disso, s&o
importantes zoonoses que acometem principalmente veterinérios, laboratoristas,
trabalhadores rurais e de abatedouros, por ficarem mais expostos as fontes de infeccdo,
mostrando ser uma doenca com forte carater ocupacional (GONCALVES et al., 2010).

Tanto a brucelose quanto a leptospirose podem ser diagnosticadas através de
métodos soroldgicos, pela deteccdo de anticorpos especificos no soro, porém estes
métodos podem dar resultados falsos positivos ou falsos negativos. Métodos diretos de
deteccdo da bactéria no hospedeiro sdo mais objetivos. O isolamento bacteriano,
considerado um método direto, é usualmente empregado, no entanto é mais dificil,
demorado e perigoso (RICHTZENHAIN et al., 2002).

Com o advento da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), varios trabalhos ja
foram desenvolvidos usando esta técnica como método diagnéstico na deteccdo de
Leptospira spp. (MERIEN et al., 1992; BIELANSKI et al., 1998, HEINEMANN et al.,
2000; MAGAJEVSKI et al., 2005; MAGAJEVSKI et al., 2009) e Brucella (ROMERO;
LOPEZ-GONI, 1999, HAMDY; AMIN, 2002) a partir de tecidos e fluidos organicos.

Mesmo com as técnicas disponiveis para o diagnéstico da leptospirose e
brucelose, pouco se conhece sobre a real situacdo sanitaria do rebanho bovino abatido
no Estado do Rio Grande do Norte, frente a estas doencas. Além disso, a leptospirose e

brucelose sdo importantes doencas que acometem o trato reprodutivo de touros e vacas.
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Portanto, se objetivou detectar a presenga de aglutininas anti-Leptospira spp. e anti-
Brucella spp. em bovinos oriundos de abatedouros publicos do Estado do Rio Grande
do Norte, bem como confirmar a presenca desses agentes nos ovarios e epididimos dos

animais abatidos, através da PCR.

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Abatedouros

O estudo foi realizado em abatedouros publicos municipais da regido semiarida
do Estado do Rio Grande do Norte. As coletas foram realizadas nos estabelecimentos
que permitiram o acesso, e foi autorizada pelos responsaveis técnicos dos mesmos.
Portanto, foram incluidos neste estudo, os abatedouros pertencentes aos municipios de
Acu, Alto do Rodrigues e S&o Vicente. Os dois primeiros localizados na microrregiao
do Vale do Acu e o terceiro na microrregido da Serra de Santana. O clima predominante
nestas areas € o semiarido, caracterizado por longos periodos de seca, com temperaturas
que chegam a ultrapassar os 26°C, chuvas escassas e irregulares, com pluviosidade
abaixo de seiscentos milimetros anuais (IDEMA, 2010).

2.3.2 Animais

No periodo de dezembro de 2010 a setembro de 2011, foram coletados materiais
de 306 bovinos, durante a linha de abate sem nenhuma distin¢do quanto ao sexo, idade,
raca ou local de origem. Para obtencao dos dados referente a procedéncia, idade e sexo
dos animais, dados da Guia de trénsito animal (GTA) foram anotados, quando

disponibilizados.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pluviosidade
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2.3.3 Coleta do material

As colheitas de amostras foram realizadas entre dezembro de 2010 e agosto de
2011, abrangendo meses de chuva, marco a junho, e os demais, classificados como
meses de seca. Durante o processo da sangria, coletou-se 0 sangue para a obtencdo do
soro. A coleta foi realizada em tubo vacutainer de 10 ml, sem anticoagulante,
devidamente identificado. O soro foi obtido apds a retragdo do coagulo. O material foi
centrifugado a 2.000 x g por 5 minutos, e uma aliquota do soro foi retirada para
realizacdo do teste do Antigeno Acidificado Tamponado. O restante do material foi
aliquotado em microtubos de 1,5 ml, com sua respectiva identificacdo e mantido a -20
°C até o momento da realizagdo do 2-Mercaptoetanol e da Soroaglutinacdo
microscopica.

Os epididimos e ovarios foram coletados, seguindo a linha de abate. As amostras
desses oOrgaos foram armazenadas em coletores universais estéreis, devidamente
identificados e transportados em caixas isotérmicas com gelo reciclavel até a chegada ao
laboratério, onde foi transferido para freezer a -20 °C até o processamento.

2.3.4 Provas Soroldgicas

2.3.4.1 Soroaglutinacdo microscopica (SAM)

O diagnostico sorologico para infeccdo por Leptospira spp. foi realizado através
do teste de soroaglutinacdo microscopica (SAM), seguindo a metodologia proposta por
Galton (1965) e Cole (1973), no Laboratdrio de Zoonoses Bacteriana da Universidade
de Séo Paulo.

O Teste foi realizado com uma colegéo de culturas vivas de Leptospira spp. com
um representante de cada sorogrupo, totalizando 25 variantes soroldgicas: Australis,
Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi,

Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica,
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Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis), Wolffi,

Shermani, Tarassovi, Andamana, Patoc e Sentot.

2.3.4.1.1 Triagem

Cada amostra de soro foi diluida a 1:50 em solucéo tamponada de Sorénsen (pH
7,4). Desta diluicdo 50 pL foram colocados em microplaca de poliestireno de fundo
chato com 96 pocos, e acrescentados 50 pL do antigeno, obtendo-se diluicdo inicial de
1:100. Cada amostra sorologica foi colocada frente a bateria antigéncia com 25
sorovares. As microplacas foram encubadas em estufa bacteriol6gica a 28°C por trés
horas.

2.3.4.1.2 Titulagdo

Soros reagentes na triagem foram novamente testados para a determinacdo do
titulo final de aglutininas anti-leptospiras, efetuando-se dilui¢des seriadas em escala
geométrica de razdo dois em solucdo salina tamponada de Sorénsen (pH 7,4) e
acrescidos de 50 pL do antigeno que foi detectado positivo na triagem. As microplacas

foram incubadas em estufa bacterioldgica a 28°C por trés horas.

2.3.4.1.3 Leitura e interpretacdo

As leituras foram realizadas em microscopio Optico de campo escuro,
observando-se a formacdo de aglutinagbes. O titulo final foi a reciproca da maior

dilui¢do (= 100) que apresentou pelo menos 50% de leptospiras aglutinadas.
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2.3.4.2 AAT e 2-ME

A sorologia para brucelose foi realizada através das prova do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) e 2-Mercaptoetanol (2-ME), sendo o primeiro utilizado
como teste de triagem e o segundo como teste confirmatorio, e foram realizados
segundo as orientacfes do Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e
Tuberculose Animal — PNCEBT (BRASIL, 2006).

2.3.5 Preparacéao das amostras de tecido para a extracdo de DNA

No Laboratorio de Bacteriologia Aplicada, da Universidade Federal de Minas
Gerais foi realizado o preparo das amostras de ovario e epididimo, de todos os animais
do estudo. Apds o descongelamento lento e em cabine de biosseguranca classe Il, 0s
6rgdos foram transferidos para placas de petri descartdveis onde foram totalmente
fragmentadas com o auxilio de bisturi estéril. Em seguida, foi adicionado 50 ml de
tampdo fosfato salino (PBS) 1X, estéril, ao saco stomacher juntamente com o tecido
fragmentado. Esse material foi colocado em aparelho homogeneizador de amostras,
programado com 490 golpes/minuto, durante 10 minutos. Apds a homogeneiza¢do, uma
aliquota de 1ml foi transferida para microtubos de 1,5ml, livres de DNAse e RNAse.
Essa aliquota foi centrifugada por 5 minutos a 14500 rpm. Em seguida o sobrenadante
foi descartado e o material armazenado, quando se obteve um pellet de 25mg, a -20 °C,
até o momento da extracdo do DNA.

2.3.6 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA utilizou-se o Kit Promega ReliaPrep™ gDNA tissue

Miniprep Systems® conforme recomendagdes do fabricante.
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2.3.7 Teste de sensibilidade analitica

Apos a extracdo, o DNA foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm,
diluido e aliquotado em concentracbes decrescentes e realizou-se o teste de
sensibilidade analitica para 10 e 1 ng, 100, 10 e 1 pg e 100, 10 e 1 fg/ pL, a fim de
detectar a eficiéncia da reacdo. O teste foi realizado tanto para cultura pura quanto para
os tecidos (ovario e epididimo), contaminados com as quantidades de DNA citadas
anteriormente. O teste foi feito utilizando-se como amostras de referéncia cepa de L.
hadjobovis e L. icterohaemorrhagiae, provenientes da colecdo de leptospiras do
Laboratorio de Leptospirose da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais.

Para o teste de sensibilidade analitica da Brucella spp., utilizou-se como amostra
de referéncia B. abortus (biovariedade 1,amostra 544), com as mesmas concentracdes

empregadas para leptospiras.

2.3.8 Amplificacdo do DNA bacteriano

2.3.8.1 Oligonucleotideos iniciadores

Para amplificacdo de DNA de Leptospira spp. foram propostos os
oligonucleotideos iniciadores género-especificos Lep 1 e Lep 2, descritos por Mérien et
al. (1992), e para Brucella spp., os primers género especificos, B4 e B5, descritos por
Baily et al. (1992). O gene da desidrogenase gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH) foi
utilizado como controle da extragdo (ALVES, 2010) (Quadro 1).
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Quadro 1. Sequéncia de bases que compdem os primers selecionados para a reacdo em
cadeia pela polimerase para amplificacdo de DNA de Leptospira spp., Brucella spp. e
GAPDH

. . Amplicon
Primers Sequéncia Gene
(pb)
Lep1 5 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’ 331 rrs (16S)
Lep 2 3> TTAGAACGAGTTACCCCCCTT &° L.interrogans
B4 5" TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 3° 3 bcsp31,
B5 3’ CGCGCTTGCCTTTCAAGGTCTG 5’ Brucella spp.
GAPDH
5’ATGGTGAAGGTCGGAGTGAACG3’
(Senso)
109 GAPDH
GAPDH

] 5S’TGTAGTGAAGGTCAATGAAGGGGTC3’
(Antisenso)

2.3.9.2 Protocolo e condicdo de amplificacdo

2.3.8.2.1 GAPDH

O mix da PCR para o GAPDH foi preparado para uma reacdo de 25pL,
contendo: 11,00 pL de agua milliQ, 2,5 pyL de tampdo 10 10x (Phoneutria®, Belo
Horizonte, MG, Brazil), 2,5 uL de dNTP (2 mM), 2,5 L de cada primer, GAPDH - F e
GAPDH - R (10uM), 1,5 pL de MgCl; (50 mM) e 0,5pL da enzima Taq Polimerase (5
U/pL) Phoneutria ®. Para completar a reagdo, acrescentou-se 2,0 uL do DNA da
amostra a ser analisada.

Para amplificacdo da reacdo fez-se o uso de um termorciclador (Applied
Biosystems), com a seguinte programacdo: desnaturagédo inicial a 94°C por 5 min,
seguido por 40 ciclos a 94°C por 60 segundos (desnaturacao); 60°C por 60 segundos
(anelamento); 72°C por 60 segundos (extensdo) e uma extensdo final a 72°C por 10

minutos.
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2.3.8.2.2 Leptospira spp.

Para a PCR da Leptospira spp. o mix foi preparado com 11,25 pL de &gua
milliQ, 2,5 puL de tampéo 10 10X (Phoneutria®, Belo Horizonte, MG, Brazil), 2,5 puL de
dNTP (2 mM), 2,5 uL de cada primer, LEP 1 e LEP 2 (10uM), 1 pL de MgCl, (50mM)
e 0,25uL da enzima Taqg Polimerase (5U/uL) Phoneutria® e 2,5 L. do DNA da amostra
a ser analisada,completando uma reagéo de 25pL.

O programa proposto para amplificacdo, em termociclador (Applied Biosystems)
seguiu as seguintes etapas: 94°C por 3 minutos para desnaturacdo inicial do DNA, 30
ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturacdo do DNA), 63°C por 45 segundos para o
anelamento dos “primers” e 72°C por 30 segundos (extensdo do DNA), seguidos de
uma etapa de extensdo final a 72 °C por 10 minutos segundo Mérien et al., (1992) com

modificacdes.

2.3.8.2.3 Brucella spp.

O mix para a PCR da Brucella spp. foi realizado para uma reacdo de 25pL,
contendo: 10,00 pL de agua milliQ, 2,5 pL de tampéo 10 10X (Phoneutria®), 2,5 pL de
dNTPs (2mM), 2,5 uL de cada primer B4 e B5 (10 uM), 1,5 pL de MgCl, (50mM) e
0,5uL da enzima Taq Polimerase (5U/ pL) (Phoneutria®). Para completar a reacéo,
acrescentou-se 3,0 uL do DNA da amostra a ser analisada.

As etapas para amplificacdo da reacdo foram realizadas em termorciclador
(Applied Biosystems), com a seguinte programacao: desnaturacdo inicial a 94°C por 5
min, seguido por 40 ciclos a 94°C por 60 segundos (desnaturacdo); 60°C por 60
segundos (anelamento); 72°C por 60 segundos (extensdo) e uma extensdo final a 72°C
por 10 minutos.(RICHTZENHAIN et al., 2002).
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2.3.8.3 Analise do produto amplificado

Os produtos da amplificacdo pela PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1%, em tampdo Tris-borato-EDTA (TBE) (89mM Tris Base, 89mM é&cido
borico e 2mM EDTA pH8.0) (Sigma, EUA), por 80 minutos a 100 volts, utilizando o
brometo de etideo (0,5mg/mL),como corante evidenciador do DNA. Um marcador de
peso molecular 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA) foi utilizado como parametro
de avaliacdo do tamanho das bandas geradas.

Seguida a eletroforese, os géis foram observados a luz ultravioleta e

fotografados. (L-PIX EX, Loccus Biotecnologia, Brasil).

2.3.9 Andlise Estatistica

Foram empregados testes ndo paramétricos (qui-quadrado e Kruskal-Wallis para
amostras independentes), adotando-se o nivel de significancia 0,05 com auxilio do
programa IBM® SPSS® Statistics versdo 20.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 SAM

O estudo foi realizado em trés abatedouros do Rio Grande do Norte (Agu, Alto
do Rodrigues e S&o Vicente) e envolveu os municipios de Agu, Angicos, Alto do
Rodrigues, Carnaubais, Ipanguacu, Janduis, Parau, Pendéncias, Santana dos Matos, Sao
Vicente, Triunfo Potiguar e Upanema, ja que os animais abatidos procediam desses
municipios. Todos os abatedouros e municipios que foram incluidos neste estudo
apresentaram pelo menos uma amostra positiva, para um dos 25 sorovares diferentes de

Leptospira spp. estudadas.
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Dos 306 animais testados, 189 (61,8%) reagiram positivamente ao teste de
soroaglutinacdo microscopica. Destes, 118 (62,4%) foram reagentes a pelo menos um
dos 25 sorovares de Leptospira spp. testadas enquanto 71 (37,6%) reagiram

positivamente para multiplas amostas.

Quadro 2- Frequéncia relativa por sorovar nas 189 amostras positivas para Leptospira
spp. para o teste de soroaglutinacdo microscopica dos bovinos provenientes de trés
abatedouros publicos do Estado do Rio Grande do Norte.

- Frequéncia
VARIANTE SOROLOGICA POSITIVOS Relatqiva %)

Hardjo

Hardjoprajitno 28 14,8

Hardjobovis 19 10,1
Wolffi 28 14,8
Butembo 13 6,9
Icterohaemorrhagiae 13 6,9
Hebdomadis 5 2,6
Australis 3 1,6
Pomona 2 1,1
Grippotyphosa 2 1,1
Patoc 2 1,1
Canicola 1 0,5
Autumnalis 1 0,5
Sentot 1 0,5

*Frequéncia relativa obtida pela divisdo do numero de positivos de cada sorovar pelo
total de positivos para Leptospira spp. (189).

O sorovar mais frequente entre 0s animais que reagiram para apenas um sorovar
foi Hardjo que contribuiu com 24,9% dos resultados positivos, destes a estirpe
Hardjoprajitno apresentou 14,8% e a Hardjobovis 10,1%. O segundo sorovar mais
frequente foi o Wolffi com 14,8%, seguidos por Butembo, Icterhaemorrragiae e
Hebdomadis que contribuiram com frequéncias que variaram de 6,9% a 2,6%. Menores
frequéncias formam encontradas para os sorovares Australis (1,6%), Pomona (1,1%),
Grippotyphosa (1,1%) e Patoc (1,1%). Canicola, Autumnalis e Sentot tiveram
frequéncias menores do que 1% (Quadro 2).

Quanto ao sexo, 52,9% (n=162) dos animais do estudo eram fémeas e 47,1%
(n=144) machos. Dos bovinos positivos para apenas um sorovar, tanto as fémeas quanto
0s machos apresentaram o sorovar Hadjo como o mais frequente. Porém ndo houve

diferenca estatistica significante entre a ocorréncia de machos e fémeas.



53

Em relacdo a faixa etéria (figura 1) trabalhada (13-24, 25-36 e acima de 36
meses), observou-se que todas foram afetadas, com maior frequéncia para 0s animais

mais novos (Quadro 3).

Quadro 3- Distribuicdo de acordo com a faixa etaria, dos bovinos positivos e negativos
para Leptospira spp., provenientes dos abatedouros publicos do estado do Rio Grande
do Norte, distribuidos por faixa etaria

Faixa etaria (meses)  Bovinos Positivos % Bovinos Negativos % TOTAL

12-24 13 76,47 4 23,53 17
25-36 73 64,60 40 35,40 113
> 36 103 58,52 73 41,48 176
TOTAL 189 117 306
90,00
80,00 76,47
a 70,00 64 60
g 58,52
$ 60,00
1]
g 50,00
2 40,00
3
o 30,00
T
¥ 20,00
10,00
0,00
12-24 25-36 >36
Faixa etaria em meses

Figura 1- Porcentagem de bovinos soro reagentes para Leptospira spp., provenientes
dos abatedouros publicos do estado do Rio Grande do Norte, distribuidos por faixa
etaria

Além disso, estes animais apresentaram com maior frequéncia titulos iguais ou
menores que 1:400. Enquanto os animais de 25-35 e acima de 36 meses apresentaram

mais frequentemente titulos > 1:800 (Quadro 4).
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Quadro 4- Distribuicdo de acordo com a categoria (idade em meses) e do titulo de
anticorpos dos animais avaliados apresentados na prova de soroaglutinagdo
microscopica, em bovinos abatidos em abatedouros publicos do Estado do Rio Grande
do Norte.

Idade em meses

INFECCAO/ 13-24 (%) 25— 35 (%) >36s (%) TOTAL (%)
ANIMAL POSITIVO  (n=17) (n=113) (n=176) (n=306)
LEPTOSPIROSE
Diluicdo: até 1:400 11 (64,7) 51 (45,1) 73(415) 135 (44,1)
Diluigdo: >1:800 2 (11,8) 22 (19,5) 30 (17,0) 54 (17,6)
Sub- total 13 (76,5) 73 (64,6) 103 (58,5) 189 (61,8)

Outro dado importante observado, foi que a frequéncia dos maiores titulos (>
1:800) foi maior nos animais sororeagentes para os sorovares Hardjo e Wolffi (Quadro
5).

Quadro 5. Prevaléncia dos sorovares Hardjo, Wolffi, Butembo, Icterohaemorrhagiae,
Hebdomadis, Australis, Pomona, Grippotyphosa, Patoc, Canicola, Autumnalis e Sentot
de acordo com os titulos apresentados no teste de SAM.

TITULOS
TOTAL
SOROVAR 100 200 400 800 1600 3200
N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° % %°
Hardjo
Hardjoprajitno 0 8 678 9 763 9 763 0 0 2 169 28 915 23,73
Hardjobovis 4 339 3 254 6 508 3 254 3 254 0 0 19 621 16,10
Wolffi 0 0 5 424 9 763 8 678 1 085 5 424 28 915 23,73
Butembo 8 678 4 339 1 08 0 0 0 0 O 0 13 425 11,02
Icterohaemorrhagiae 10 847 3 254 0 0 0 0 0 0O O 0 13 425 11,02
Hebdomadis 3 254 0 0 2 169 0 0 0 0 O O 5 163 424
Awustralis 2 169 1 08 0 0 0 0 0 0 O O 3 09 254
Pomona 1 08 1 08 0 0 0 0 0 0 O O 2 065 1,69
Grippotyphosa 0 0 0 0 1 08 0 0 0O 0O 1 08 2 065 1,69
Patoc 0 0 1 08 1 08 0 0 0 0 O O 2 065 1,69
Canicola 0 0 1 08 0 0 0 0 0 0 0 O 1 033 085
Autumnalis 1 08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 1 033 085
Sentot 1 08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 1 033 085
Total geral 30 25,42 27 22,88 29 2458 20 1695 4 339 8 6,78 118 38,56 100

% em reclacdo ao total de animais examinados (306)

® em relacdo ao total de animais sororreagentes a apenas um sorovar (118)

Entretanto, uma andlise em separado da estratificacdo etaria por sexo, mostrou

predominio de animais acima de 36 meses nas fémeas e, nos machos, um predominio

dos animais agrupados na idade entre 25 e 36 meses (p<0,001), como mostra a Figura 2.
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N&o houve diferenca quanto a estratificacdo etaria quando comparados o grupo dos

animais infectados com os ndo infectados.

160

140 4

120 4

100

80 -

60 -

Contagem - n° de animais

401

20

0 T T T T T T
IDADE (MESES) 12-24 25-36 >36 12-24 25-36 >36
SEXO Fémea Macho

Figura 2- Bovinos abatidos em matadouros publicos no Rio Grande do Norte, no
periodo de dezembro/2010 a agosto/2011. Classificados por sexo e faixa etaria

A partir da analise dos dados foi possivel observar comportamentos opostos
entre 0 padrdo de distribuicdo das taxas de ocorréncia, nas diferentes épocas do ano
(chuva e seca), quando foram analisados todos 0s sorovares com excecdo do Hardjo e
guando esta analise foi feita apenas para o Hardjo. Na primeira situacdo (sem Hardjo),
foram verificados maiores medianas no periodo de chuvas (p=0,031) (Figura 3). Em
contraposi¢do, quando da andlise isolada para o sorovar Hadjo, as taxas de ocorréncia
foram maiores no periodo seco quando comparado ao perido chuvoso (p=0,038) (figura
4).

100,04 - 40,0

0,0
30,0

60,01

40,01

20,01

20,0

Leptospira Hardjo (mediana)

10,0

Prevaléncia Leptospira spp exceto L. Hardjo (mediana)

T T T T
seco chuva seco chuva

periodo periodo

Barras de erro: 95% CI Barras de ero: 95% Cl
Figura 3 Figura 4

Figura 3- Prevaléncia dos sorovares (exceto Hardjo) de bovinos abatidos em
abatedouros publicos do Estado do Rio Grande do Norte, nos dois periodos estudados
(seco e chuva).
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Figura 4- Prevaléncia apenas para o sorovar Hardjo, nos dois peridos estudados (seca e
chuva), de bovinos abatidos em matadouros publicos do Estado do Rio Grande do
Norte.

2.4.2 AAT e 2-ME

Trés animais foram reagentes ao teste do AAT, porém apenas um (0,32%)
apresentou reagdo positiva no teste confirmatorio do 2- ME (SAL=200 e 2-ME=100).
Este animal foi abatido no abatedouro do municipio de Acu, mas era oriundo do

municipio de Parau-RN. Tratava-se de um macho com mais de 36 meses de idade.

2.4.3 Teste de Sensibilidade Analitica

2.4.3.1 Leptospira spp.

O teste mostrou uma sensibilidade analitica até 1pg/pL, tanto para cultura de
Leptospira sorovar hardjobovis(Fig.5, canaletas 2 a 9), como para a tecido contaminado
com a cultura (Fig. 5, canaletas 10 a 17).

10 11 12 13 14 15 16 17

!

Figura 5. Gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio, com amplificagdo do
DNA de Leptospira sorovar Hardjobovis, no teste de sensibilidade analitica. Canaletas:
1 e 18 ( marcador de peso molecular 1Kb Plus -Invitrogen®), 2-3 (10 e 1 ng/uL), 4-6
(100, 10 e 1 pg/ pL), 7-9 (100, 10 e 1 fg/ pL), 10-11(10 e 1 ng), 12-14 (100, 10 e 1
pg), 15-17 (100, 10 e 1 fg).
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2.4.3.2. Brucella spp.

O teste mostrou uma sensibilidade analitica de até 10ng/pL para a cultura mais o
tecido (Fig.6, canaletas 1 a 8), e de 100pg/uL para a cultura pura (Fig.6, canaletas 9 a
16).

S e = 9 10 11 12 13 14 15 16 &

! s

Figura 6. Gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio, com amplificacdo de 223
pb, para Brucella abortus, biovar 1 (544) no teste de sensibilidade analitica, para as
amostras de tecido contaminado e de cultura pura. Canaletas: 1-2 (10 e 1 ng), 3-5 (100,
10 e 1 pg/ L), 6-8 (100, 10 e 1 fg/uL), 9 -10(10 e 1 ng/ pL), 11-13 (100, 10 e 1 pg),
14-16 (100, 10 e 1 fg), 17 ( marcador de peso molecular 1Kb Plus -Invitrogen®).

244 PCR

N&o foi detectada a presenca de DNA de Leptospira spp. e Brucella spp. nas
amostras de ovarios e epididimos dos animais do estudo. Todas as amostras
amplificaram para o GAPDH, mostrando que havia DNA bovino nas amostras

analisadas e que a extracdo foi eficente (figura 7).

>
3
J
4

-
-
-

SN -

Figura 7. Gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL), mostrando
o resultado da amplificacdo da PCR para Leptospira spp., Brucella sp. e GAPDH em
amostras de ovarios e epididimos de bovinos de abatedouros publicos de do Estado do
Rio Grande do Norte. PCR para Leptospira spp (canaletas 2-5) nas amostras de ovario
(canaletas 2-3) e epididimo (canaletas 4-5); Para Brucella sp (canaletas 6-9) em ovério
(Canaletas 6-7) e epididimo (Canaletas 8-9); para 0 GAPDH (canaletas 10-13) em
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amostras de ovario (canaletas 10-11) e epididimo (canaletas 12-13). Controle positivo
Leptospira sorovares hardjobovis (canaleta 14) e Icterohaemoragiae (canaleta 15).
Controles positivos Brucella abortus amostra de referéncia 870, Tulya e 544 (canaletas
16,17 e 18 respectivamente). Controles negativos (canaletas 19, 20 e 21). Canaleta 1 -
Marcador de peso molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA).

2.5 DISCUSSAO

Investigacdo de aglutininas anti-Leptospira spp. e anti-Brucella spp. em animais
de abatedouros ndo é o mais apropriado para determinar a prevaléncia em uma certa
regido, pois ha limitacGes quanto ao numero e as diferentes origens dos animais.
Entretanto, ela permite obter uma noc¢édo geral da sua ocorréncia e pode sugerir quais
agentes possuem maior importancia na regido de origem dos animais.

Considerou-se o sorovar de maior titulo como o sorovar mais provavel e, 0s
animais com os titulos mais elevados idénticos para dois ou mais sorovares foram
classificados como animais soropositivos sem a possibilidade de identificacdo do
sorovar. O sorovar mais provavel mais prevalente neste estudo foi o Hardjo (genotipos
Hardjobovis e Hardjoprajitno), que ocorreu em 24,9% dos animais soro reagentes. O
predominio deste sorovar esta de acordo com varios estudos com bovinos desenvolvidos
em diferentes regides do Brasil: na regido do Parnaiba no Piaui (MINEIRO et al., 2011),
na Bahia (OLIVEIRA et al., 2010), em S&o Paulo (CASTRO et al., 2008) e no Rio
Grande do Sul (MESQUITA et al., 2010). Favero et al. (2001) encontraram o sorovar
Hardjo como o mais prevalente em 21 estados brasileiros, no soro de 31.325 bovinos
amostrados. Todavia, resultados diferentes foram encontrados por Juliano et al. (2000)
que obtiveram o sorovar Wolffi como mais frequente, com o sorovar Hardjo aparecendo
com apenas 5,20% dos animais positivos.

O segundo sorovar mais frequente encontrado foi o Wolffi (14,8%) que também
se destaca pela sua alta frequéncia em bovinos no Brasil, onde as reacdes cruzadas entre
Hardjo e Wolffi sdo muito comuns devido as relagdes antigénicas existentes entre
ambos, e por isso sao classificados no mesmo sorogrupo, o Sejroe (COSTA et al. 1998).

N&o houve diferenca estatistica significante entre a ocorréncia de machos e
fémeas. Com relacéo as faixas etérias estudadas (12-24, 24-36 e >36 meses) foi possivel

observar que todas foram acometidas, mostrando que a leptospirose se apresenta de



59

forma endémica em todas as faixas etarias. Os bovinos com idade entre 12-24 meses
apresentaram maior porcentagem de animais reagentes com 76,47%. Este resultado
mostra que os animais estdo se infectando ainda quando jovens, tornando-se provaveis
portadores renais, eliminando as bactérias e infectando outros animais susceptiveis.
Estes dados discordam dos encontrados por Tocantins (2007) que ao pesquisar a
frequéncia e a distribuicdo espacial das infec¢Ges causadas por Leptospira spp. em
bovinos na regido do Pantanal, encontrou maiores porcentagens em animais entre 24- 36
meses e com mais de 36 meses.

Numerosos animais séo hospedeiros de leptospiras, sendo que cada sorovar tem
um ou mais hospedeiros, com graus diferentes de adaptacdo. Em decorréncia dessa
epidemiologia bastante dindmica e complexa, envolvendo diferentes sorovares,
diferentes espécies de suscetiveis e ainda a presenca de fatores ambientais
predisponentes, a doenca deve ser estudada obedecendo as diferencas regionais quanto a
esses fatores (ELLIS, 1984). Segundo Grooms (2006) os casos clinicos mais comuns de
leptospirose entre bovinos sdo causados pelo sorovar Hardjo, por ser o mais adaptado a
espécie bovina. A maior frequéncia de bovinos soropositivos para o sorovar Hardjo,
com taxas de ocorréncia mais elevadas no periodo seco (p=0,031), detectada neste
trabalho sugere que a transmisséo direta entre bovinos seja uma estratégia importante do
patdgeno para se manter entre o rebanho de um ano para outro. A transmissdo da
leptospira nesses rebanhos pode esta ocorrendo através do sémen dos reprodutores uma
vez que é comum, nesta regido, o empréstimo de touros entre as propriedades, nao
podendo ser descartada a possibilidade de transmissdo da leptospira através da monta
natural.

Em contraste, 0s outros sorovares diagnosticados, como por exemplo, Australis,
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Patoc e Sentot sdo considerados acidentais para bovinos,
e a transmissdo indireta esta associada ao contato com o meio ambiente contaminado
por leptospiras oriundas de espécies silvestres ou de outras espécies domésticas
(CASTRO, et al. 2008). Isso explicaria a maior ocorréncia desses sorovares (p=0,038)
durante o periodo de chuva.

Segundo Aycardi et al. (1982) o sorovar Hardjo, em bovinos, estimula a
producdo de titulos baixos e transitorios que podem n&o ser diagnosticados pela SAM.
Com isso, foi entdo realizada a pesquisa de leptospiras por PCR nas amostras de ovarios

e epididimos, de todos os animais do estudo independente da condi¢cdo soroldgica.
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Desta forma, procurou-se entender um pouco mais sobre o sistema reprodutor como via
de transmissdo direta do agente entre 0s animais.

Nenhuma das amostras testadas foi positiva a PCR. A probabilidade de
ocorréncia de resultados falsos negativos foi minimizada pelos controles utilizados e
pela sensibilidade analitica de 1pg/ uL de DNA bacteriano nas amostras de tecido
obtida durante o pré-ensaio. Shimabukuro (2007) ao estudar a presenca de leptospiras
em ovarios de camundongos experimentalmente infectados com estirpes patogénicas de
Leptospira interrogans sorovar Pomona e Canicola, também encontrou resultado
negativo para todos os animais na PCR. Porém Magajevski (2007) conseguiu detectar
DNA de Leptospira spp. e Brucella spp. em pools de liquido folicular, através da PCR
multiplex, no entanto este resultado foi obtido com outro enfoque, pois o autor
provocou a contaminacdo do material com quantidades altas do microrganismo
enquanto o presente trabalho foi realizado em animais naturalmente infectados.

Estes resultados negativos podem ter ocorrido por ndo haver a multiplicacao da
Leptospira spp nos tecidos dos animais analisados, sugerindo a ndo ocorréncia da fase
de leptospiremia e colonizagdo do ovério e epididimo. Outro fato que deve ser levando
em consideracdo é que os titulos soroldgicos apresentados por estes animais poderiam
ser oriundos de resposta vacinal, portanto ndo estariam realmente infectados, o que seria
menos provavel ja que a vacinacdo dos animais dessa regido nao é uma pratica comum.
Ou ainda em infeccdo recente, onde o animal apresentaria altos titulos sorolégicos, sem,
no entanto ter ocorrido a colonizacao dos 6érgdos estudados. E por fim, mas ndo menos
importante, o pequeno numero de leptospiras presentes nas amostras de ovario e
epididimo, insuficientes para a amplificacdo do DNA (SHIMABUKURO, 2007).

Outro fator a ser considerado foi a prdpria categoria dos animais estudados
(Figura 1). Nos machos, houve predominio de animais abatidos ainda jovens, antes da
vida reprodutiva. Entre as fémeas, o abate foi mais frequente em animais acima de 36
meses, e tal como observado durante o abate, muitos animais de descarte. Neste caso,
como sugere a distribuigédo dos titulos de anticorpos aglutinantes detectados (Quadros 4
e 5), haveria animais fora da fase aguda, ou seja, livre de leptospiras nos érgéos, quando
muito, portadores renais.

Apenas um animal foi sorologicamente reagente para brucelose (2-ME) e
nenhuma amostra amplificou o DNA bacteriano (PCR). O animal soropositivo tratava-
se de um macho, com idade superior a 36 meses, proveniente do municipio de Parau-

RN, mas que foi abatido no abatedouro do municipio de Acu. Animais soro reagentes



61

para brucelose ja foram relatados por Souza et al. (2009) no Estado do Rio Grande do
Norte, na microrregido do Vale do Acu, porém com maior frequéncia (1,2%) e
utilizando como o teste diagnostico somente 0 AAT. O fato de somente um animal ter
sido soropositivo ndo diminui a importancia dessa enfermidade nos rebanhos bovinos,
uma vez que a brucelose é uma importante zoonose, sendo a Brucella abortus
responsavel por consideraveis perdas econdmicas devidos aos problemas reprodutivos e
produtivos causados pelo microrganismo, que pode se localizar no sistema reprodutivo
de touros e vacas, locais de predile¢do da bactéria devido ao seu tropismo pelo eritritol,
substancia presente nestes 6rgdos (BRASIL, 2006). Nos bovinos machos, como é o caso
do animal positivo encontrado neste trabalho, a infeccdo pode causar orquite,
epididimites e consequentemente infertilidade. Além disso, a bactéria também pode esta
presente no sémen e dessa forma propagar a doenca através da inseminacéo artificial
(HEINEMANN et al. 1999, GIVENS; MARLEY 2008).

Com relacdo a salde publica, deve ser ressaltado a forma em que esses animais
sdo abatidos, ja que muitas vezes ndo existem municipios com abatedouros disponiveis
ou adequados para a realizagdo do abate. Com isso 0s animais sdo abatidos
clandestinamente, sendo potenciais fontes de infeccdo para o homem (magarefes) bem
como para animais que se alimentam dos restos de visceras que sdo muitas vezes
deixados a céu aberto sem nenhum tratamento. Durante o estudo dois abatedouros
foram fechados, no entanto o abate e o consumo de carne ndo deixaram de existir

aumentando ainda mais as chances de contaminag&o humana.

2.6 CONCLUSOES

Levando em consideracdo as condi¢cdes em que o estudo foi realizado, pode-se
concluir que a infecgdo por Leptospira spp. em bovinos ocorre no semiarido do Rio
Grande do Norte com maior frequéncia para o sorovar Hardjo durante o periodo seco do
ano.

A brucelose foi detectada, mas com frequéncia muito baixa.

N&o foi detectada a presenca de DNA de Leptospira spp. e Brucella spp. nos

ovarios e epididimos dos animais do estudo.
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This work was aimed at researching anti-Leptospira spp. and anti-Brucella spp. agglutinins
in cattle slayed in public slaughterhouses in the State of Rio Grande do Norte, as well as confirm the
presence of these agents through PCR in the ovaries and epididymis of the slaughtered animals. For
such purpose, serum, and ovary or epididymis were collected from cattle in a normal slaughter line.
Through the Microscopic Agglutination Test (MAT), we found that 189 (61.76%) animals were
positive for Leptospira spp, where the predominant serovar was Hardjo (24.9%), followed by
Wolffi, Butembo, Icterhaemorrragiae, and Hebdomadis who contributed with frequencies ranging
from 14.8% to 2.6%. Lower frequencies were found for the serovars Australis, Pomona,
Grippotyphosa, Patoc, Canicola, Autumnalis, and Sentot. On a separate analysis, the serovar Hardjo
showed greater occurrence in the dry period when compared to the rainy period (p=0.031). To
search for brucellosis, animals were screened by the Buffered Acidified Antigen test (BAA) and
results were confirmed by the 2-mercaptoethanol (2-ME) test. Three animals were positive for the
BAA test, however only one of these reacted positively to 2-ME. PCR was used to detect bacterial
DNA in samples of ovary and epididymis. Not one of the samples was positive, through the PCR
technique, to detect DNA from Brucella spp. and Leptopira spp. Given the above mentioned data is
concluded that the Leptospira spp. infection in bovines happens, in the semiarid region of Rio
Grande do Norte, with greater frequency for the serovar Hardjo during the dry period of the year.
Brucelosis was detected but in lower frequencies. Through PCR, DNA from Leptospira spp. and
Brucella spp. was not detected in the ovaries and epididymis samples of the animals.

Keywords: Infectious diseases, Leptospira spp., Brucella spp., Ovary, Epididymis, and PCR.
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RESUMO - Objetivou-se pesquisar aglutininas anti-Leptospira spp. e anti-Brucela spp. em bovinos
oriundos de abatedouros publicos do Estado do Rio Grande do Norte, bem como confirmar através
da PCR, a presenca desses agentes nos ovarios e epididimos desses animais. Para isso, foi coletado
durante a linha normal de abate, o sangue e ovario ou epididimo. Através da Reac¢do de
Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) foram detectados 189 (61,76%) animais sororreagentes para
Leptospira spp., sendo o sorovar Hardjo (24,9%) o mais predominante, seguido do Wolffi, Butembo,
Icterhaemorrragiae e Hebdomadis que contribuiram com frequéncias que variaram de 14,8% a
2,6%. Os sorovares Australis, Pomona, Grippotyphosa, Patoc, Canicola, Autumnalis e Sentot foram
menos frequentes. Em andlise em separado o sorovar Hadjo apresentou maior ocorréncia no
periodo seco do que no chuvoso (p=0,031). Para a brucelose os animais foram triados através da
prova do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e confirmados pela prova do 2-mercaptoetanol
(2-ME). Trés animais foram positivos ao AAT, desses apenas um reagiu positivamente ao 2-ME. A
PCR foi utilizada para detec¢do do DNA bacteriano nas amostras de ovario e epididimo. Nenhuma
amostra foi positiva na PCR para deteccdo de DNA da Brucella spp. e Leptospira spp. Diante do
exposto conclui-se que a infec¢do por Leptospira spp. em bovinos ocorre no semiarido do Rio
Grande do Norte com maior frequéncia para o sorovar Hardjo durante o periodo seco do ano. A
brucelose foi detectada, mas com baixa frequéncia. Através da PCR ndo foi detectado DNA de
Leptospira spp. e Brucella spp. nos ovarios e epididimos dos animais.

Palavras Chave: Doencas infecciosas, Leptospira spp., Brucella spp., Ovario, epididimo e PCR.

INTRODUCAO

O Brasil apresenta o segundo maior rebanho bovino comercial do mundo com mais de
209,541 milhdes de cabecas (IBGE, 2010), sendo um grande exportador de carne bovina e é o
quarto maior produtor mundial de leite chegando a uma producao de mais de 31,6 bilhdes de litros,
ficando atras apenas dos EUA, india e China (FAO, 2010). Apesar disso, os niveis de produgio e
produtividade nacional, dos rebanhos de corte e leite, ainda sdo muito baixos, sobretudo na regido
do semidrido nordestino. Nos bovinos, os problemas sanitdrios sdo multifatoriais (Junqueira et al.
2006), mas destaca-se a importancia da brucelose e leptospirose (Mineiro et al. 2007, Poester et al.
2009).

Causadas respectivamente pela Leptospira spp e Brucella abortus estas doengas sao
caracterizadas por desordens reprodutivas em bovinos, por aumentarem o risco de abortamentos,
natimortos, nascimento de bezerros fracos e diminuicdo na producio de leite, levando a
consideraveis perdas econdmicas. Além disso, sdo importantes zoonoses que acometem
principalmente veterindrios, laboratoristas, trabalhadores rurais e de abatedouros, por ficarem
mais expostos as fontes de contamina¢ao, mostrando serem doengas com forte carater ocupacional
(Gongalves et al. 2010).

Tanto a brucelose quanto a leptospirose podem ser diagnosticadas através de métodos
sorolégicos, pela deteccdo de anticorpos especificos no soro, porém estes métodos podem dar
resultados falsos positivos ou falsos negativos. Métodos diretos de deteccdo do agente no
hospedeiro sdo mais objetivos. O isolamento bacteriano, considerado um método direto é
usualmente empregado, no entanto é mais dificil, demorado e perigoso (Richtzenhain et al. 2002).
Com o advento da Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), varios trabalhos ja foram
desenvolvidos empregando esta técnica como método diagnéstico na deteccdo de leptospirose
(Mérien et al. 1992, Bielanski et al. 1998, Heinemann et al. 2000, Magajevski et al. 2005, 2008) e
brucelose (Romero & Lopez-Goiii 1999, Hamdy & Amin 2002) a partir de tecidos e fluidos
organicos.

Mesmo com as técnicas disponiveis para o diagnéstico da leptospirose e brucelose pouco se
conhece sobre a real situagdo sanitdria do rebanho bovino abatido no Estado do Rio Grande do
Norte, frente a estas doencas. Além disso, a leptospirose e brucelose sdo importantes doencas que
acometem o trato reprodutivo de touros e vacas. Portanto, se objetivou detectar a presenca de
aglutininas anti-Leptospira spp e anti-Brucela abortus em bovinos oriundos de abatedouros
publicos do Estado do Rio Grande do Norte bem como confirmar a presenca desses agentes nos
ovarios e epididimos dos animais abatidos, através da PCR.



72

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado em abatedouros publicos municipais, da regido semiarida do Estado
do Rio Grande do Norte. As colheitas foram realizadas nos estabelecimentos que permitiram o
acesso e foram autorizadas pelos responsaveis técnicos dos mesmos. Portanto, foram incluidos
neste estudo, os abatedouros pertencentes aos Municipios de Agu, Alto do Rodrigues e Sdo Vicente.
Os dois primeiros localizados na microrregiao do Vale do Agu e o terceiro na da Serra de Santana. O
clima predominante nestas areas é o semidrido, caracterizado por longos periodos de seca, com
temperaturas que chegam a ultrapassar os 26°C, chuvas escassas e irregulares, com pluviosidade
abaixo de 600 mm anuais (IDEMA 2010). As colheitas de amostras foram realizadas entre
dezembro de 2010 e agosto de 2011, abrangendo meses de chuva, mar¢o a junho, e os demais,
classificados como meses de seca.

0 sangue, ovario ou epididimo dos 306 bovinos, foram coletados durante a linha de abate
sem nenhuma interferéncia quanto ao sexo, idade, raca ou local de origem. O sangue foi obtido
durante o processo da sangria para a obtencao do soro, e foi realizada em tubo vacutainer de 10 ml,
sem anticoagulante, devidamente identificado. Apés a retragdo do codgulo, o material foi
centrifugado a 2.000 x g por 5 minutos, e uma aliquota do soro foi retirada para realiza¢ido do teste
do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT). O restante do material foi aliquotado em microtubos de
1,5 ml, com sua respectiva identificacdo e mantido a -20 °C até o momento do processamento.

Os epididimos e ovarios foram coletados, seguindo a linha de abate, armazenados em
coletores universais estéreis, devidamente identificados e transportados em caixas isotérmicas com
gelo reciclavel até a chegada ao laboratério, onde foi transferido para freezer a -20 °C até o
processamento.

0 diagnoéstico soroldgico para infeccdo de Leptospira foi realizado através do teste de
soroaglutinacdo microscépica (SAM), no Laboratério de Zoonoses Bacteriana da Universidade de
Sdo Paulo, seguindo a metodologia proposta por Galton (1965) e Cole (1973), utilizando uma
colecao de culturas vivas de Leptospira spp. com um representante de cada sorogrupo, totalizando
25 variantes sorolégicas: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola,
Whitcombi, Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica,
Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo (estirpes Hardjoprajitno e Hardjobovis), Wolffi, Shermani,
Tarassovi, Andamana, Patoc e Sentot. Os soros foram triados na diluicdo de 1:100 e aqueles que
apresentaram 50% ou mais de aglutinacdo foram titulados por meio de dilui¢des geométricas na
razao dois. O titulo do soro foi a reciproca da maior diluigdo que apresentou resultado positivo. O
ponto de corte utilizado foi o titulo 100.

A sorologia para brucelose foi realizada através da prova do Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) e 2-Mercaptoetanol (2-ME), o primeiro como teste de triagem e o segundo como
teste confirmatorio e foram realizados segundo as orientagées do Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal - PNCEBT (BRASIL, 2006).

As amostras de ovario e epididimo foram, uma a uma, fragmentadas com o auxilio de
bisturi estéril, em placas de petri descartaveis. Em seguida, foi adicionado 50 ml de tampao fosfato
salino (PBS) 1X, estéril, ao saco stomacher juntamente com o tecido fragmentado. Esse material foi
colocado em aparelho homogeneizador de amostras, programado com 490 golpes/minuto, durante
10 minutos. Ap6s a homogeneizacdo, uma aliquota de 1ml foi transferida para microtubos de 1,5ml,
livres de DNAse e RNAse. Essa aliquota foi centrifugada por 5 minutos a 10.000x g. Em seguida o
sobrenadante foi descartado e o material armazenado, quando se obteve um pellet de 25mg, a -20
°C, até o momento da extracdo do DNA.

A extragdo do DNA foi realizada utilizando o Kit Promega ReliaPrep™ gDNA tissue Miniprep
Systems® conforme recomendagdes do fabricante. Apds a extracdo, o DNA foi quantificado por
espectrofotometria a 260 nm, diluido e aliquotado em concentragdes decrescentes e realizou-se o
teste de sensibilidade analitica para 10 e 1 ng, 100, 10 e 1 pge 100, 10 e 1 fg/ pL, a fim de detectar a
eficiéncia da reacgdo. O teste foi realizado tanto para a cultura pura quanto para os tecidos (ovario e
epididimo), contaminados com as quantidades de DNA citadas anteriormente. O teste foi feito
utilizando-se como amostras de referéncia cepa de L. Hadjobovis e L. Icterohaemorrhagiae. Para o
teste de sensibilidade analitica da Brucella spp, utilizou-se como amostras de referencia B. abortus
(biovariedade 1,amostra 544), com as mesmas concentra¢des empregadas para leptospiras.

Para amplificagio de DNA de Leptospira spp. foram propostos os oligonucleotideos
iniciadores género
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especificos Lep 1 (5° GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’) e Lep 2(3" TTAGAACGAGTTACCCCCCTT 5)
descritos por Mérien et al. (1992), e para Brucella sp., os primers, género especificos, B4 (5’
TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 3")
e B5 (3’ CGCGCTTGCCTTTCAAGGTCTG 5’), descritos por Baily et al. (1992). O gene da
desidrogenase gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH) foi utilizado como controle da extracdo, sendo
utilizado 0s primers (senso 5’ ATGGTGAAGGTCGGAGTGAACG3’) e (antisenso
5'TGTAGTGAAGGTCAATGAAGGGGTC3’), descritos por Alves (2010).

0 Mix da PCR para o GAPDH foi preparado para uma reacao de 25uL, contendo: 11,00 uL de
agua milliQ, 2,5 pL de tampao 10 10x (Phoneutria®, Belo Horizonte, MG, Brazil), 2,5 pL de dNTP (2
mM), 2,5 pL de cada primer (10 pM), GAPDH Senso e GAPDH antisenso (10uM), 1,5 pL de MgCl, (50
mM) e 0,5uL. da enzima Taq Polimerase (5U/uL) Phoneutria ®. Para a PCR da Leptospira o mix foi
preparado com 11,25 pL de dgua milliQ, 2,5 pL. de tampao 10 10X (Phoneutria®, Belo Horizonte,
MG, Brazil) , 2,5 pL de dNTP (2 mM), 2,5 puL de cada primer, LEP 1 e LEP 2 (10uM), 1 pL de MgCl,
(50mM) e 0,25pL da enzima Taq Polimerase (5U/uL) Phoneutria® e 2,5 uL. do DNA da amostra a
ser analisada,completando uma rea¢do de 25uL. E para Brucella o mix foi realizado para uma
reacdo de 25uL, contendo: 10,00 pL de dgua milliQ, 2,5 puL. de tampao 10 10X (Phoneutria®), 2,5 uL
de dNTPs (2mM), 2,5 pL de cada primer B4 e B5 (10 puM), 1,5 pL de MgCl, (50mM) e 0,5pL da
enzima Taq Polimerase (5U/ pL) (Phoneutria®). Por fim, acrescentou-se 3,0 pL. do DNA da amostra
a ser analisada. A condicdo de amplifica¢do para cada reacdo esta descrita no quadro 1.

Os produtos da amplificacdo pela PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1%, em tampao Tris-borato-EDTA (TBE) (89mM Tris Base, 89mM &cido borico e 2mM EDTA pH8.0)
(Sigma, EUA), por 80 minutos a 100 volts, utilizando o brometo de etideo (0,5mg/mL),como
corante evidenciador do DNA. Um marcador de peso molecular 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen,
EUA) foi utilizado como parametro de avaliacdo do tamanho das bandas geradas. Seguida a
eletroforese, os géis foram observados a luz ultravioleta e fotografados. (L-PIX EX, Loccus
Biotecnologia, Brasil).

ANALISE ESTATISTICA

Foram empregados testes ndo paramétricos (qui-quadrado e Kruskal-Wallis para amostras
independentes), adotando-se o nivel de significancia 0,005 com auxilio do programa IBM® SPSS®
Statistics versao 20.

RESULTADOS

0 estudo foi realizado em trés abatedouros do Rio Grande do Norte (A¢u, Alto do Rodrigues
e Sdo Vicente) e abrangeu os municipios de Ac¢u, Angicos, Alto do Rodrigues, Carnaubais, [panguacu,
Janduis, Parau, Pendéncias, Santana dos Matos, Sdo Vicente, Triunfo Potiguar e Upanema, ja que os
animais abatidos procediam desses municipios. Todos os abatedouros e municipios que foram
incluidos neste estudo apresentaram pelo menos uma amostra positiva, para um dos 25 sorovares
diferentes de Leptospira spp. estudadas. Dos 306 animais testados, 189 (61,8%) reagiram
positivamente ao teste de soroaglutinagdo microscépica. Destes, 118 (62,4%) foram reagentes a
pelo menos uma das 25 amostras de Leptospira spp. testadas e 71 (37,6%) reagiram positivamente
para multiplas amostas. O sorovar mais frequente entre os animais que reagiram para apenas um
sorovar foi o Hardjo que contribuiu com 24,9% dos resultados positivos, destes a estirpe
Hardjoprajitno apresentou 14,8% e a Hardjobovis 10,1%. O segundo sorovar mais frequente foi o
Wolffi com 14,8%, seguidos por Butembo, Icterhaemorrragiae e Hebdomadis que contribuiram com
frequéncias que variaram de 6,9% a 2,6%. Menores frequéncias formam encontradas para os
sorovares Australis (1,6%), Pomona (1,1%), Grippotyphosa (1,1%) e Patoc (1,1%). Canicola,
Autumnalis e Sentot tiveram frequéncias menores do que 1% (Quadro 2).

Quanto ao sexo, 52,9% dos animais do estudo eram fémeas e 47,1% machos. Dos bovinos
positivos para apenas um sorovar, tanto as fémeas quanto os machos apresentaram o sorovar
Hadjo como o mais frequente.

Em relagdo a faixa etaria trabalhada (13-24, 25-36 e acima de 36 meses), observou-se que
todas foram afetadas, com maior frequéncia para os animais mais novos (Quadro 3). Entretanto,
uma analise em separado da estratificacdo etaria por sexo, mostrou predominio de animais com
mais de 36 meses nas fémeas e, nos machos, um predominio dos animais agrupados na na idade
entre 25 e 36 meses a (p<0,001) , como mostra a Figura 2. Ndo houve diferenca quanto a
estratificacdo etaria quando comparados o grupo dos animais infectados com os ndo infectados.
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A partir da andlise dos dados foi possivel observar comportamentos opostos entre o
padriao de distribuicdo das taxas de ocorréncia nas diferentes épocas do ano (chuva e seca). Quando
foram analisados todos os sorovares com excecdo do Hardjo e quando esta andlise foi feita apenas
para o Hardjo. Na primeira situacdo (sem Hardjo), foram verificados maiores medianas no periodo
de chuvas (p=0,031)(figura 3) concordando com os achados de que em periodos de maior indices
pluviométricos ocorre uma maior incidéncia da doenc¢a. Em contraposicdo, quando da analise
isolada para o sorovar Hadjo, as taxas de ocorréncia foram maiores no periodo seco quando
comparado ao perido chuvoso (figura 4).

Trés animais foram reagentes ao teste do AAT, porém apenas um (0,32%) apresentou
reacdo positiva no teste confirmatério do 2 - ME (SAL=200 e 2-ME=100). Este animal foi abatido no
abatedouro do municipio de A¢u, mas era oriundo do municipio de Parau-RN. Tratava-se de um
macho com mais de 36 meses de idade.

No teste de sensibilidade analitica para Leptospira foi possivel detectar até 1pg/uL, tanto
para cultura (Figura 5, canaletas 2 a 9), como para a tecido contaminado com a cultura (Figura 5,
canaletas 10 a 17). Para a Brucella abortus o teste apresentou uma sensibilidade analitica de até
10ng/pL para a cultura mais o tecido (Figura 6, canaletas 1 a 8), e de 100pg/uL para a cultura pura
(Figura 6, canaletas 9 a 16).

Nao foram detectados presenca de DNA de Leptospira spp. e Brucella spp. nas amostras de
ovarios e epididimos nos animais do estudo. Todas as amostras amplificaram para o GAPDH,
mostrando que tinha DNA bovino nas amostras analisadas e que extragao foi eficente (figura 7).

DISCUSSAO

Investigacdo de aglutininas anti-leptospira e anti-brucela em animais de abatedouros nio é
o mais apropriado para determinar a prevaléncia em uma certa regido, pois ha limita¢cdes quanto ao
numero e as diferentes origens dos animais. Entretanto, ela permite obter uma nogio geral da sua
ocorréncia e pode sugerir quais agentes possuem maior importancia na regido de origem dos
animais.

Considerou-se o sorovar de maior titulo como o sorovar mais provavel e, os animais com os
titulos mais elevados idénticos para dois ou mais sorovares foram classificados como animais
soropositivos sem a possibilidade de identificacdo do sorovar. O sorovar mais provavel mais
prevalente neste estudo foi o Hardjo (genotipos Hardjobovis e Hardjoprajitno), que ocorreu em
24,9% dos animais soro reagentes. O predominio deste sorovar esta de acordo com varios estudos
com bovinos desenvolvidos em diferentes regides do Brasil: na regido do Parnaiba no Piaui
(Mineiro et al. 2011), na Bahia (Oliveira et al. 2010), em Sao Paulo (Castro et al. 2008) e no Rio
Grande do Sul (Mesquita et al. 2010). Favero et al. (2001) encontraram o sorovar Hardjo como o
mais prevalente em 21 estados brasileiros, no soro de 31.325 bovinos amostrados. Todavia,
resultados diferentes foram encontrados por Juliano et al. (2000) que obtiveram o sorovar Wolffi
como mais frequente, com o sorovar Hardjo aparecendo com apenas 5,20% dos animais positivos.

0 segundo sorovar mais frequente encontrado foi o Wolffi (14,8%) que também se destaca
pela sua alta frequéncia em bovinos no Brasil, onde as rea¢des cruzadas entre Hardjo e Wolffi sao
muito comuns devido as relacdes antigénicas existentes entre ambos, e por isso sdo classificados no
mesmo sorogrupo, o Sejroe (Costa et al. 1998).

Nao houve diferenca estatistica significante entre a ocorréncia de machos e fémeas. Com
relacdo as faixas etarias estudadas (12-24, 24-36 e >36 meses) foi possivel observar que todas
foram acometidas, mostrando que a leptospirose se apresenta de forma endémica em todas as
faixas etarias. Os bovinos com idade entre 12-24 meses apresentaram uma maior porcentagem de
animais reagentes com 76,47%. Este resultado mostra que os animais estio se infectando ainda
quando jovens, tornando-se provaveis portadores renais, eliminando as bactérias e infectando
outros animais susceptiveis. Este dados discordam dos encontrados por Tocantins (2007) que ao
pesquisar a frequéncia e a distribuicdo espacial das infec¢des causadas por Leptospira sp em
bovinos na regidao do Pantanal, encontrou maiores porcentagens em animais entre 24- 36 meses e
com mais de 36 meses.

Numerosos animais sdo hospedeiros da leptospira, sendo que cada sorovar tem um ou
mais hospedeiros, com graus diferentes de adaptagdo. Em decorréncia dessa epidemiologia
bastante dindmica e complexa, envolvendo diferentes sorovares, diferentes espécies de suscetiveis
e ainda a presenca de fatores ambientais predisponentes, a doenca deve ser estudada obedecendo
as diferencas regionais quanto a esses fatores (Ellis, 1984). Segundo Grooms (2006), os casos
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clinicos mais comuns de leptospirose entre bovinos sdo causados pelo sorovar Hardjo, por ser o
mais adaptado a espécie bovina. A maior frequéncia de bovinos soropositivos para o sorovar
Hardjo, com taxas de ocorréncia mais elevadas no periodo seco (p=0,031), detectada neste trabalho
sugere que a transmissao direta entre bovinos seja uma estratégia importante do patégeno para se
manter entre o rebanho de um ano para outro. A transmissdo da leptospira nesses rebanhos pode
estd ocorrendo através do sémen dos reprodutores uma vez que € comum, nesta regido, o
empréstimos de touros entre as propriedades, ndo podendo ser descartada a possibilidade de
transmissao da leptospira, através da monta natural.

Em contraste, os outros sorovares diagnosticados, como por exemplo, Australis,
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Patoc e Sentot sdo considerados acidentais para bovinos, e a
transmissao indireta esta associada ao contato com o meio ambiente contaminado por leptospiras
oriundas de espécies silvestres ou de outras espécies domésticas (Castro et al. 2008). Isso
explicaria a maior ocorréncia (p=0,038) durante o periodo de chuva.

Segundo Aycardi et al (1982) o sorovar Hardjo, em bovinos, estimula a protucdo de titulos
baixos e transitérios que podem nao ser diagnosticados pela SAM. Com isso, foi entdo realizada a
pesquisa de leptospiras por PCR nas amostras de ovarios e epididimos, de todos os animais do
estudo independente da condi¢do soroldgica. Desta forma, procurou-se entender um pouco mais
sobre o sistema reprodutor como via de transmissao direta do agente entre os animais.

Nenhuma das amostras testadas foi positiva a PCR. A probabilidade de ocorréncia de
resultados falsos negativos foi minimizada pelos controles utilizados e pela sensibilidade analitica
de 1pg/ uL de DNA bacteriano nas amostras de tecido obtida durante o pré-ensaio. Shimabukuro
(2007) ao estudar a presencga de leptospiras em ovarios de camundongos experimentalmente
infectados com estirpes patogénicas de Leptospira interrogans sorovar Pomona e Canicola, também
encontrou resultado negativo para todos os animais na PCR. Porém Magajevski (2007) conseguiu
detectar DNA de Leptospira spp. e Brucella spp. em pools de liquido folicular, através da PCR
multiplex, no entanto este resultado foi obtido com outro enfoque, pois o autor provocou a
contaminacao do material com quantidades altas do microrganismo enquanto o presente trabalho
foi realizado em animais naturalmente infectados.

Estes resultados negativos podem ter ocorrido por ndo haver a multiplicagdo da Leptospira
spp nos tecidos dos animais analisados, sugerindo a ndo ocorréncia da fase de leptospiremia e
colonizacdo do ovario e epididimo. Outro fato que deve ser levando em consideracido é que os
titulos soroldgicos apresentados por estes animais poderiam ser oriundos de resposta vacinal,
portanto ndo estariam realmente infectados, o que seria menos provavel ja que a vacinagao dos
animais dessa regido ndo é uma pratica comum. Ou ainda em infec¢do recente, onde o animal
apresentaria altos titulos soroldgicos, sem, no entanto ter ocorrido a colonizacdo dos drgaos
estudados. E por fim, mas ndo menos importante o pequeno niumero de leptospiras presentes nas
amostras de ovario e epididimo, insuficientes para a amplificagdo do DNA (Shimabukuro 2007).

Outro fator a ser considerado foi a prépria categoria dos animais estudados (Figura 1). Nos
machos, houve predominio de animais abatidos ainda jovens, antes da vida reprodutiva. Entre as
fémeas, o abate foi mais frequente em animais acima de 36 meses, e tal como observado durante o
abate, muitos animais de descarte. Neste caso, como sugere a distribui¢ao dos titulos de anticorpos
aglutinantes detectados (Quadros 4 e 5), haveria animais fora da fase aguda, ou seja, livre de
leptospiras nos 6rgios, quando muito, portadoras renais.

Apenas um animal foi sorologicamente reagente para brucelose (2-ME) e nenhuma
amostra amplificou o DNA bacteriano (PCR). O animal soropositivo, tratava-se de um macho, com
idade superior a 36 meses, proveniente do municipio de Parau, mas que foi abatido no abatedouro
do municipio de Ac¢u. Animais soro reagentes para brucelose ja foram relatados por Souza et al.
(2009) no Estado do Rio Grande do Norte, na microrregido do Vale do A¢u, porém com maior
frequéncia (1,2%) e utilizando como o teste diagnostico somente o AAT. O fato de somente um
animal ter sido soropositivo ndo diminui a importancia dessa enfermidade nos rebanhos bovinos,
uma vez que a Brucella abortus é responsavel por consideraveis perdas econdémicas devidos aos
problemas reprodutivos e produtivos causados pela bactéria, que pode se localizar no sistema
reprodutivo de touros e vacas, locais de predilecio da bactéria devido ao seu tropismo pelo
eritritol, substancia presente nestes 6rgdos (Brasil 2006). Nos bovinos machos, como é o caso do
animal positivo encontrado neste trabalho, a infec¢do pode causar orquite, epididimites e
consequentemente infertilidade. Além disso, a bactéria também pode esta presente no sémen e
dessa forma propagar a doenga através da inseminagao artificial (Heinemann et al. 1999, Givens &
Marley 2008).
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Neglia et al. (2007) mostrou que bufalas soropositivas para brucelose, quando utilizadas
para producdo de embrides in vitro ao serem fertilizados com sémen livre de brucella spp nao
apresentou amplificagdo do DNA bacteriano, sugerindo que animais soropositivos podem ser
possiveis doadores na transferéncia de embrides. No entanto Magajevski (2007) mostrou que pode
haver a transmissdo de leptospirose e brucelose por meio das técnicas de produgio de embrides in
vitro, caso ndo sejam tomadas medidas sanitarias adequadas e os devidos cuidados durante a
manipulagio dos oécitos e dos embrides.

Com relacdo a saude publica, deve ser ressaltado a forma em que esses animais sdo
abatidos, ja que muitas vezes ndo existem municipios com abatedouros disponiveis ou adequados
para a realizacdo do abate. Com isso os animais sdo abatidos clandestinamente, sendo potenciais
fontes de infec¢do para o homem (magarefes) bem como para animais que se alimentam dos restos
de visceras que sdo muitas vezes deixados a céu aberto sem nenhum tratamento. Durante o estudo
dois abatedouros foram fechados, no entanto o abate e o consumo de carne nio deixaram de existir
aumentando ainda mais as chances de contamina¢do humana.

CONCLUSOES

Levando em consideragdo as condigdes em que o estudo foi realizado, pode-se concluir que
a infeccdo por Leptospira em bovinos ocorre no semiarido do Rio Grande do Norte com maior
frequéncia para o sorovar Hardjo durante o periodo seco do ano.

A brucelose foi detectada, mas com frequéncia muito baixa.

Nao foi detectada a presenca de DNA de Leptospira spp. e Brucella sp. nos ovarios e
epididimos dos animais do estudo através da PCR.
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Legenda das Figuras

Figura 1- Porcentagem de bovinos soro reagentes para Leptospira sp, provenientes dos
abatedouros publicos do estado do Rio Grande do Norte, distribuidos por faixa etaria

Figura 2- Bovinos abatidos em matadouros publicos no Rio Grande do Norte, no periodo de
dezembro/2010 a agosto/2011. Classificados por sexo e faixa etaria

Figura 3- Prevaléncia dos sorovares (exceto Hardjo) de bovinos abatidos em abatedouros publicos
do Estado do Rio Grande do Norte, nos dois periodos estudados (seco e chuva)

Figura 4- Prevaléncia apenas para o sorovar Hardjo, no dois peridos estudados (seca e chuva), de
bovinos abatidos em matadouros publicos do Estado do Rio Grande do Norte.

Figura 5- Gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio (0,5 para o sorovar Hardjobovis.
Canaletas: 1 e 18 (marcador de peso molecular 1Kb Plus -Invitrogen®), 2-3 (10 e 1 ng/pL), 4-6
(100,10 e 1 pg/ uL), 7-9 (100,10 e 1 fg/ pL), 10-11(10 e 1 ng), 12-14 (100, 10 e 1 pg), 15-17 (100,
10 e 1 fg).

Figura 6- Resultado do teste de sensibilidade analitica, para Brucella spp. Canaletas: 1-2 (10 e 1 ng),
3-5(100,10 e 1 pg/ uL), 6-8 (100,10 e 1 fg/uL), 9 -10(10 e 1 ng/ pL), 11-13 (100, 10 e 1 pg), 14-
16 (100,10 e 1 fg), 17 (marcador de peso molecular 1Kb Plus -Invitrogen®).

Figura 7- Gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL), mostrando o resultado
da amplificacdo da PCR para Leptospira spp., Brucella spp. e GAPDH em amostras de ovarios e
epididimos de bovinos de abatedouros publicos de do Estado do Rio Grande do Norte. PCR para
Leptospira spp. (canaletas 2-5) nas amostras de ovario (canaletas 2-3) e epididimo (canaletas 4-5);
Para Brucella spp. (canaletas 6-9) em ovario (Canaletas 6-7) e epididimo (Canaletas 8-9); para o
GAPDH (canaletas 10-13) em amostras de ovario (canaletas 10-11) e epididimo (canaletas 12-13).
Controle positivo Leptospira sorovares Hardjobovis (canaleta 14) e Icterohaemoragiae (canaleta
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15). Controles positivos Brucella abortus amostra de referéncia 870, Tulya e 544 (canaletas 16, 17 e
18 respectivamente). Controles negativos ( canaletas 19, 20 e 21). Canaleta 1 - Marcador de peso
molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA).

Quadros

Quadrol. Etapas da amplificacao do DNA para a Reacdo em Cadeia pela Polimerase para
pesquisa de Letpospira, Brucella e GAPDH

ETAPAS DA PCR
PCR/ Leptospira2 PCR/ Brucella® PCR/ GAPDH

Desnaturacdo inicial 94°C por 3min 94°C por 5 min 94°C por 5 min
Numero de Ciclos 30 40 40
Desnaturacdo do DNA  94°C por 30seg 94°C por 60seg 94°C por 60seg
Analamento (Primers)  63°C por 45seg 60°C por 60seg 60°C por 60seg
Extensdo do DNA 72°C por 30seg 71°C por 60seg 71°C por 60seg
Extensdo Final 72°C por 10min 72°C por 10min 72°C por 10min

aMérien et al. (1992), com modifica¢des
b(Baily et al. 1992).

Quadro 2- Frequéncia relativa por sorovar nas 189 amostras positivas para Leptospira spp.
de um total de 306 soros bovinos testados na soroaglutinacao microscopica, de abatedouros
publicos do Estado do Rio Grande do Norte

VARIANTE SOROLOGICA POSITIVOS Frequéncia Relativa (%)*
Hardjo

Hardjoprajitno 28 14,8

Hardjobovis 19 10,1
Wolffi 28 14,8
Butembo 13 6,9
Icterohaemorrhagiae 13 6,9
Hebdomadis 5 2,6
Australis 3 1,6
Pomona 2 1,1
Grippotyphosa 2 1,1
Patoc 2 1,1
Canicola 1 0,5
Autumnalis 1 0,5
Sentot 1 0,5

*Frequéncia relativa obtida pela divisio do nimero de positivos de cada sorovar pelo total de
positivos para Leptospira spp. (189).

Quadro 3- Distribui¢do de acordo com a faixa etaria, dos bovinos positivos e negativos para
Leptospira spp., provenientes dos abatedouros publicos do estado do Rio Grande do Norte,
distribuidos por faixa etaria

Faixa etdria (meses) Bovinos Positivos % Bovinos Negativos % TOTAL
12 - 24 13 76,47 4 23,53 17
25-36 73 64,60 40 35,40 113

> 36 103 58,52 73 41,48 176

TOTAL 189 117 306
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Quadro 4- Distribuiciao de acordo com a categoria (idade em meses) e do titulo de anticorpos
dos animais avaliados apresentados na prova de soroaglutinacao microscopica, em bovinos
abatidos em abatedouros publicos do Estado do Rio Grande do Norte.

Idade em meses

INFECCAO/ 13-24 (%) 25 - 35 (%) >36's (%) TOTAL (%)
ANIMAL POSITIVO (n=17) (n=113) (n=176) (n=306)
LEPTOSPIROSE
Dilui¢io: até 1:400 11 (64,7) 51 (45,1) 73 (41,5) 135 (44,1)
Diluicio: >1:800 2 (11,8) 22 (19,5) 30 (17,0) 54 (17,6)
Sub- total 13 (76,5) 73 (64,6) 103 (58,5) 189 (61,8)

Quadro 5. Prevaléncia dos sorovares Hardjo, Wolffi, Butembo, Icterohaemorrhagiae,
Hebdomadis, Australis, Pomona, Grippotyphosa, Patoc, Canicola, Autumnalis e Sentot de
acordo com os titulos apresentados no teste de SAM.

TITULOS
SOROVAR 100 200 400 800 1600 3200 TOTAL
N % N % N % N % N° % N° % N° %3 %
Hardjo
Hardjoprajitno 0 0 8 678 9, 763 9 7,63 0 0 2 1,69 28 9,15 23,73
Hardjobovis 4 339 3 254 6 508 3 254 3 254 0 O 19 6,21 16,10
Wolffi 0 0 5 424 9 763 8 6,78 1 085 5 4,24 28 9,15 23,73
Butembo 8 678 4 339 1 085 0 0 0 0 0 O 13 4,25 11,02
Icterohaemorrhagiae 10 847 3 254 0 0 0 0 0 0 0 0 13 4,25 11,02
Hebdomadis 3 254 0 0 2 169 0 0 0 0 0 O 5 1,63 4,24
Australis 2 1,69 1 085 O 0 0 0 0 0 0 O 3 098 2,54
Pomona 1 08 1 085 0 0 0 0 0 0 0 O 2 0,65 1,69
Grippotyphosa 0 0 0 0 1 08 0 0 0 0 1 085 2 0,65 1,69
Patoc 0 0 1 08 1 085 0 0 0 0 0 0 2 0,65 1,69
Canicola 0 0 1 08 0 0 0 0 0 0 0 O 1 0,33 0,85
Autumnalis 1 08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,33 0,85
Sentot 1 08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 1 0,33 0,85
Total geral 30 2542 27 22,88 29 24,58 20 16,95 4,00 3,39 8 6,78 118,00 38,56 100,00

a; em reclacdo ao total de animais examinados (306)
b: em relagdo ao total de animais sororreagentes a apenas um sorovar (118)
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ANEXO Il - Protocolo padréo para tecido animal - Kit Promega ReliaPrep™ gDNA

tissue Miniprep Systems®

8.
9.

Pesar 25 mg de amostra.

Adicionar 160ul de PBS a cada amostra a ser processada e passar no vortex.
Adicionar 20 pl de solugdo de proteinase K (PK) para a amostra homogeneizada.
Adicionar 200ul de Tampao de Lise celular (CLD) para o tubo. Tampar e
misturar no vortex durante pelo menos 10 segundos.

Incubar a 56 ° C durante 40 minutos — (Termobloco)

Se as amostras forem dificeis de lisar ou ndo foram completamente
homogeneizados, uma tempo de incubacdo maior pode ser necessario.

Adicionar 20 pL da solucdo de RNase A para cada amostra , misture em vortex
por 10 segundos, e colocar na microcentrifuga a 56 ° C durante 10 minutos.
Remover o tubo do termobloco. Adicionar ao tubo 250ul de tampao de ligacao
(BBA), e agitar em vortice durante 10 segundos.

Nota: Se grandes quantidades de tecido intacto ainda séo visiveis no tubo, por o
tubo na microcentrifuga durante 1 minuto para que o pellet se dissolva.

Colocar uma coluna ™ ReliaPrep Binding dentro de um tubo para cada
amostra. Transferir a porcdo do liquido da amostra para a coluna de ligacéo,
tampé-lo, e coloca-lo em uma microcentrifuga.

Centrifugar durante 1 minuto a velocidade maxima.

Verificar a coluna de ligacdo para certificar-se que o lisado passou
completamente através da membrana. Se o lisado ainda é visivel na parte
superior da membrana, centrifugar a coluna por mais um minuto.

Remover o tubo de coleta, e descarta-lo junto com o liquido.

Colocar a coluna de ligacdo em um novo tubo de coleta.

10. Adicionar 500ul da Solugdo de lavagem (CWD) para a coluna, e centrifugar

durante 2 minutos a velocidade maxima. Remover o tubo de coleta e descarta-lo
junto com o liquido.

Se alguma solucdo de lavagem permanece na membrana, centrifugar por mais

um minuto.

11. Repitir o passo 12 duas vezes para um total de 3 lavagens.

12. Colocar a coluna em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml limpos.

13. Adicionar 50 pl de &gua livre de nuclease (nuclease-free water) a coluna.
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14. Centrifugar por 1 minuto em velocidade maxima (14.500) rpm.

15. Descartar a Coluna ™ ReliaPrep Binding, e guardar o eluido.

16. Ndo reutilizar colunas de ligacdo ou tubos de coleta. O DNA gendémico pode ser
colocado a 4° C para armazenamento de curto prazo ou -20 ° C para

armazenamento a Iongo prazo.



