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Resumo

DEWES, Caroline. Estudos epidemioldgicos da leptospirose equina na regiéo
sul do Rio Grande do Sul. 2017. 57f. Disserta¢cao (Mestrado em Ciéncias) -
Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Foram realizados estudos epidemiolégicos da leptospirose equina na regido sul do
Rio Grande do Sul, a qual é uma zoonose tropical negligenciada causada por
bactérias patogénicas do género Leptospira. Primeiramente, é apresentado um
estudo soroldgico transversal da leptospirose em equinos de tracdo usados por
familias com vulnerabilidade social para a coleta de materiais reciclaveis. Como
resultados, 89,9% (n=107) foram reagentes para um ou mais sorovares no Teste de
Soroaglutinacdo Microscopica (MAT) com titulos iguais ou acima de 100. Hardjo
(Hardjoprajitno) foi o sorovar mais prevalente no estudo. Fatores de exposicéo foram
avaliados através de andlise univariada, revelando associacdo de risco entre
equinos pastarem em campo nativo e a sororeatividade no MAT (p=0,02) e a
ocorréncia de aborto (p<0,001). Além disso, a associacdo de risco entre monta
natural (p<0,001), presenca de roedores (p<0,001) e armazenamento de racdo em
galpdo (p=0,03) e a ocorréncia de aborto foi significativa. Posteriormente, é descrito
o primeiro relato de uveite recorrente equina (ERU) causada por leptospiras em
equinos da raca crioula no Brasil, baseado nas manifestacdes clinicas, no
diagndstico laboratorial e na investigacdo epidemiologica. E descrito também um
caso de aborto por leptospirose em uma égua no municipio de Pelotas (RS), onde
foi possivel isolar o agente, caracterizar a viruléncia em modelo animal e a
caracterizacdo genotipica preliminar da cepa isolada.Estes resultados sugerem que
através desse estudo transversalfoi possivel conhecer a prevaléncia de leptospiras,
isolar o agente de cavalos usado em tracdo e diagnosticar uma uveite recorrente
eguina em cavalos da raca crioula.

Palavras-chave: Leptospira; aborto; vulnerabilidade social; isolados locais; equinos



Abstract

DEWES, Caroline. Epidemiologic studies of equine leptospirosis in Southern
Brazil. 2017. 57f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pds-
Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

Epidemiological studies of equine leptospirosis were carried out in the southern
region of Rio Grande do Sul, which is a neglected tropical zoonosis caused by
pathogenic bacteria of Leptospira genus. Firstly, a cross-sectional serological study
of leptospirosis in cart horses used by families with social vulnerability for recyclable
materials collection is presented. As results, 89.9% (n=107) were reagents for one or
more serovars in MAT with titers equal or above 100. Hardjo (Hardjoprajitno) was the
most prevalent serovar in this study. Exposure risk factors were assessed by
univariate analysis showed risk association between equines grazing on native
grassland and seroreactivity in MAT (p=0.02) and abortion (p<0.001). In addition, the
risk association between natural mating (p<0.001), presence of rodents near house
(p<0.001), storage of feed in shed (p=0.03) and abortion was significant.
Subsequently, the first report of equine recurrent uveitis (ERU) caused by leptospires
in horses of the Crioula breed in Brazil is described, based on clinical manifestations,
laboratory diagnosis and epidemiological investigation. It is also described a case of
leptospirosis abortion in a mare in the municipality of Pelotas (RS), where it was
possible to isolate the agent, characterize the virulence in animal model and the
preliminary genotypic characterization of the isolated strain. These results suggest
that through this cross-sectional study it was possible to know the prevalence of
leptospires, to isolate the agent of horses used in traction and to diagnose equine
recurrent uveitis in horses of the Crioula breed.

Keywords: Leptospira; abortion; social vulnerability; local isolates; Horses
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1 Introducéo

A historia da leptospirose comecou em 1886 quando o médico Adolf Well
descreveu um tipo de ictericia acompanhada por esplenomegalia, erupcdes
cutaneas, conjuntivite e disfungbes renais, assim a enfermidade ficou conhecida
como “Doenca de Weil” (ADLER, 2015). Ja em 1907, através da coloracdo de prata,
Arthur Stimson, atestou a presenca de espiroquetas nos tubulos renais de um
paciente e observou que apresentavam as extremidades semelhantes a ponto de
interrogacdo, assim, dando-lhe o nome de Spirochaetae interrogans (STIMSON,
1907).

As leptospiras séo espiroquetas de aproximadamente 0,1 um de diametro por
6-20 pm de comprimento e pertencem a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae, género Leptospira.Consiste em um material nuclear, citoplasma,
membrana citoplasmica, parede celular peptideoglicana e dois filamentos axiais
(flagelos periplasmicos) fixados cada um nas extremidades da Leptospira. Séo
aerdbias obrigatdrias com temperatura 6tima de crescimento na faixa de 28°a 30° C
(HINES, 2007; ADLER & MOCTEZUMA, 2010).Em temperaturasinferiores a 7° C a
10° C ou superiores a 34° C a 36° C as Leptospiras podem ser inibidase em um pH
inferior a seis ou superior a oito (RADOSTITS et al., 2002).

O meio de cultura mais utilizado para leptospirose € o meio Ellinghausen
McCullough- Johnson- Harris (EMJH), que contém soroalbumina bovina, acido oleico
e Tween 80 (polisorbida) (LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003; ADLER&
MOCTEZUMA, 2009). Com o objetivo de limitar o crescimento de outros
microorganismos gue estao presentes juntamente com as leptospiras é adicionado
antibiéticos como 5-fluorouracil, polimixina B, vancomicina, rifampicina e neomicina
nos meios de cultura para que haja seletividade e desenvolvimento somente das
bactérias desejadas (BHARTI et al., 2003).

As bactérias causadoras da infeccdo pertencem a duas espécies: Leptospira
biflexa e Leptospira interrogans. Sendo, somente L. interrogans considerada

patogénica, uma vez que a Leptospira biflexa caracteriza-se por ser de vida livre,
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considerada saprofita. Atualmente a L. interrogans foi reclassificada em 20 espécies:
L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L.
kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii e L. wolffii, as
quais sdo distribuidas em mais de 260 sorovariedades, agrupadas em 23
sorogrupos (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

A leptospirose é uma zoonose amplamente distribuida, causada por espécies
patogénicas de bactérias do género Leptospira (LUCAS et al., 2011). A doenca afeta
humanos e animais, constituindo um problema sério de saude publica e veterinaria
(HARTSKEERL et al., 2011). Roedores desempenham um papel importante no ciclo
da leptospirose, albergando a bactéria nos tdbulos renais antes de elimina-la na
urina, contaminando o ambiente (MIRAGLIA et al., 2013). Condi¢cdes precarias de
saneamento basico, associadas a ocupacdo desordenada das cidades, alta
intensidade das chuvas e a elevada infestacdo de roedores, tem contribuido para o
aumento da incidéncia da enfermidade tanto nos centros urbanos como no meio
rural (KO, GOARANT e PICARDEAU, 2009).

Os roedores como no caso do Rattus norvegicus (ratazana) comportam-se
como portadores sadios, pois nao revelam sinais da infeccdo, hospedando
Leptospiras em seus rins e as eliminando no ambiente, contaminando o solo, a agua
e os alimentos, sendo o0 Unico hospedeiro a possuir equilibrio biolégico com o
patégeno (ADLER & MOCTEZUMA, 2009; DAHER et al., 2010; PEREZ et al., 2011;
NALLY et al., 2011).

A transmisséo da leptospirose acontece pelo contato direto com a urina ou
com 6rgaos de animais infectados penetrando ativamente através da pele, mucosas,
escoriacfes ou cortes; ou de forma indireta, através da exposicdo ao ambiente
contaminado com a bactéria, como &gua, solos umidos, vegetacdo, fébmites, por
contato sexual ou pela inseminacdo artificial (FAINE, 1982; LEVETT, 2001).
Dependendo das condi¢cdes de sombreamento, temperatura e umidade a Leptospira
spp. pode permanecer no ambiente por longos periodos (HASHIMOTO et al., 2012).
As manifestacdes clinicas da leptospirose variam de acordo com o hospedeiro e o
sorovar envolvido. Normalmente ocorre uveite, aborto ou distirbios reprodutivos,
insuficiéncia renal, meningite, geralmente, evolui como doenca aguda ou crénica,
individual ou em grupos de animais, sendo que a maioria das infeccbes apresenta
uma auséncia de sinais ou sintomas clinicos(BEER, 1999; JONES et al., 2000,
BAVERUD, 2009).
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O Brasil dispde do maior rebanho de equinos da América Latina sendo o
terceiro mundial, com a soma de oito milhdes de cabecas de equinos (cavalos)
muares (mulas) e asininos (asnos) (BRASIL, 2013). Com faturamento de R$ 7,3
bilhdes nos ultimos 10 anos, sendo que, em 2015 atingiu R$16 bilhdes de reais
(IBGE, 2015). Somente com produgéo de cavalos, o rebanho envolve mais de 30
segmentos dos quais estdo envolvidos os insumos, criagdo e destinagédo final
gerando 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos no chamado Complexo do
Agronegdcio Cavalo (BRASIL, 2013). Pesquisas realizadas por Giorgio et al.
Revelam que o primeiro relato de caso de leptospirose em um equino descrito no
brasil ocorreu em 1981 a partir de um feto abortado com o isolamento da L.
Icterohaemorrhagiae (PESCADOR et al., 2004).

A soroprevaléncia em equinos varia de 1% a 95% dependendo da regido
geografica e dos sorovares, sendo que na regido sudeste a prevaléncia estd em
torno de 17,9% a 71,9% nas regides do Norte do pais e no Nordeste esta entre 23%
a 100%, na regido centro-oeste 45% a 74,1%, ja na regido sul esta em torno de 60%
a 87,18% (HINES, 2007).

Além de proporcionar um impacto econémico na area da saude publica a
leptospirose gera perda econdmica em animais pecuarios (RADOSTITS, 2002). Em
equinos, as perdas econdmicas que podem ser diretas (recorrentes dos custos com
o tratamento e eventual morte do animal); e indiretas (causadas pela baixa
produtividade, abortos, natimortos, queda da performance atlética e consequente
desvalorizacdo do cavalo) (GILGER, 2003; EBANI et al., 2012).Uma infeccéo
importante e muito frequente em equinos sdo as uveites recorrentes, também
chamadas de oftalmias peridodicas (BRAGA et al.,, 2011).0s sinais incluem
blefaroespasmos, miose, fotofobia e em algumas ocasides ceratite, podendo existir
corioretinite e alteracdo da cor da iris (HINES, 2007; ADLER & MOCTEZUMA,
2010).

No que diz respeito ao tecido renal, olhos e trato reprodutivo da fémea as
leptospiras patogénicas apresentam tropismo quando os equinos sdo infectados,
resultando em faléncia renal, oftalmia periddica, abortos e placentite (DIVERS &
CHANG, 2009). A Leptospira interrogans sorovar Pomona é responsavel por 13%
dos abortos em éguas e a maioria dos abortos ocorre apds 0s nove meses de

gestacdo e raramente um potro vivo pode nascer com leptospirose, podendo carrear



14

Leptospira na placenta, rins,corddo umbilical e figado (DIVERS & CHANG, 2009;
MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012).Alguns potros infectados podem apresentar
angustia respiratéria, depressao, febre, ictericia e diarreia, ja& em equinos adultos
podem apresentar febre, anorexia e letargia, sendo que ictericia e disfuncéo
hepética também podem estar presentes (HINES, 2007). A avaliacdo macroscopica
em fetos equinos abortados é caracterizada por ictericia, hemorragias em forma de
petéquias e equimoses no pulmdo, no coracdo, na mucosa gastrointestinal e
mucosa traqueal, sendo que 0s rins se apresentamcom uma coloracdo amarelada e
o figado fridvel e com coloragdo amarelo-alaranjada (PESCADOR et al., 2004). Na
microscopia ha infiltragdo inflamatéria linfocitaria nas triades portais, placentite
caracterizada por trombose, vasculite e infiltracdo de células inflamatérias no
estroma juntamente com hiperplasia adenomatosa cistica, necrose do epitélio,

nefrite, pneumonia, encefalite e miocardite (POONACHA et al., 1994).

Cavalos usados em charretes ressurgiram na fauna urbana, utilizados pela
populacdo de baixa renda para transportar material reciclavel em torno dos centros
urbanos (LARA, 2006). Assim, quando infectados com leptospiras, eliminam a
bactéria ndo apenas em suas residéncias, mas em varios pontos do municipio
(HAMOND et al. 2012). Devido ao contato com animais, a leptospirose é uma
importante zoonose, principalmente na zona rural, acometendo médicos veterinarios,
fazendeiros, magarefes, comerciantes de animais, trabalhadores de saneamento
(HARTSKEERL et al., 2011).

O teste de soroaglutinacdo microscépica (MAT) é o padrao ouro para o
diagnostico de leptospirose e detecta anticorpos contra diversos sorovares de
Leptospira spp (VIEIRA et al., 2013). Como descrito por Santa Rosa (1970)os soros
sanguineos sdo submetidos a pesquisa de aglutininas antileptospiras, através do
teste de soroaglutinagdo microscopica (MAT), em diluicdes crescentes de 1:100 até
1:3200, considerando-se como resultado positivo as aglutinacbes iguais ou
superiores a 1:100. Outro teste € a Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real (QPCR) que € usado para detectar acidos nucléicos de Leptospiras
patogénicas, através do gene da proteina LipL32, presente apenas em espeécies
patogénicas de Leptospira spp. (STODDARD et al., 2009).



2 Hipotese

A leptospirose possui ampla prevaléncia nos equinos de tragéo, atendidos no
ambulatoério da Faculdade de Veterinaria no bairro Ceval em Pelotas/RS, e o estudo
soro-epidemiologico transversal servira para revelar os fatores de risco associados a

esta enfermidade.



3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo transversal para conhecer a prevaléncia da leptospirose
em equinos de tracdo da cidade de Pelotas, atendidos no Ambulatério do Hospital
de Clinicas Veterinaria da Faculdade Federal de Pelotas (HCV-UFPel), localizado no
bairro Ceval.

3.2 Objetivos Especificos

- Coletar sangue de equinos para a realizacdo do Teste de Soroaglutinacéo
Microscopica (MAT);

- Aplicar um questionario epidemiolégico aos proprietarios dos animais para a
analise de exposicdo e desfecho, elencando fatores de risco relacionados com a

enfermidade;

- Realizar a inoculacdo de sangue de equinos em meio de cultivo visando isolar

leptospiras patogénicas;

- Realizar o teste de viruléncia dos isolados em hamster (Mesocricetus auratus),
avaliando as manifestacdes clinicas e os achados patolégicos induzidos pela

infeccéo, realizando o reisolamento do agente;

- Descrever casos clinicos da leptospirose em equinos atendidos no ambulatério do

bairro Ceval.



4 Artigos
4.1 Artigo 1

Leptospirose Equina: Estudo transversal no municipio de Pelotas, RS

C. Dewes, T.P. Fortes, P.S. Pachecol, GB Machado, A.C.P. Seixas Neto, C.E.W.
Nogueira, E.F. Silva

Sera submetido a revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
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Leptospirose Equina: Estudo transversal no municipio de Pelotas, RS

[Equine leptospirosis: Cross-sectional study in Pelotas city, RS]

Resumo

Equinos charreteiros sdo uma pratica recorrente nas cidades do Brasil. Em Pelotas
(RS), familias com vulnerabilidade social usam esses animais para a coleta de
materiais reciclaveis. Assim, este estudo objetivou conhecer a prevaléncia da
leptospirose na populacdo equina destinada a tracdo urbana no municipio de
Pelotas e avaliar fatores de risco a leptospirose equina na area em estudo. Amostras
de sangue de 119 equinos foram analisadas através do teste de soroaglutinacao
microscoépica (MAT). Como resultados, 89,9% (n=107) foram reagentes para um ou
mais sorovares no MAT com titulos iguais ou acima de 100. Hardjo (Hardjoprajitno)
foi o sorovar mais prevalente no estudo. Fatores de exposicdo foram avaliados
através de analise univariada, revelando associacdo de risco entre equinos
pastarem em campo nativo e a sororeatividade no MAT (p=0,02) e a ocorréncia de
aborto (p<0,001). Além disso, a associacéo de risco entre monta natural (p<0,001),
presenca de roedores (p<0,001) e armazenamento de racdo em galpao (p=0,03) e a
ocorréncia de aborto foi significativa. Estudos posteriores para o isolamento do
agente e para a deteccdo da leptospiremia e leptospirdria poderdo ser Uteis para

confirmar definitivamente a infeccdo nos equinos no ambiente estudado.

Palavras-chaves: Leptospira; isolados locais; vulnerabilidade social; Equinos

Abstract

Cart horses are a recurring practice in Brazilian cities. In Pelotas city (RS), socially
vulnerable families use these animals to collect recyclable material. This study aimed
to know the prevalence of leptospirosis in the cart horses population in Pelotas city
and to evaluate risk factors for equine leptospirosis in the study area. Serum samples
from 119 horses were analyzed by microscopic agglutination test (MAT). As results,
89.9% (n=107) were reagents for one or more serovars in MAT with titers equal or
above 100. Hardjo (Hardjoprajitno) was the most prevalent serovar in this study.

Exposure risk factors were assessed by univariate analysis showed risk association
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between equines grazing on native grassland and seroreactivity in MAT (p=0.02) and
abortion (p<0.001). In addition, the risk association between natural mating
(p<0.001), presence of rodents near house (p<0.001), storage of feed in shed
(p=0.03) and abortion was significant. Further studies for the isolation of Leptospira
and for leptospiremia and leptospiruria detection may be useful to confirm the

infection in horses in the studied environment.

Key-words: Leptospira; local isolates; social vulnerability; Horses

Introducao

A leptospirose é uma zoonose difundida mundialmente causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira (FERNANDESet al., 2016). As leptospiras sao
espiroguetas as quais estdo classificadas em 21 espécies e agrupadas em 23
sorogrupos (ADLER& DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). A transmissdo direta
ocorre através da urina contaminada, fluidos placentarios e também através de
tecidos de animais infectados, sendo que a transmissdo também pode ocorrer
indiretamente pelo ambiente contaminado com a bactéria (BAVERUD et al., 2009).
Diferentes espécies de animais, tanto silvestres como domésticos, podem albergar

leptospiras por longos periodos (ADLER, 2015).

A leptospirose representa uma importante perda econdmica, principalmente,
em éguas, pois causa aborto, natimortos, absorcdo embrionaria, mortalidade
perinatal e nascimento de potros fracos (HAMOND et al., 2013).0s sinais clinicos se
manifestam principalmente através da queda da performance e peso, complicacées
reprodutivas e oculares, porém a apresentacdo subclinica da leptospirose é mais
comum nessa espécie (TADICH et al., 2016). Em casos agudos, 0S equinos
apresentam sintomas clinicos como febre, anorexia, apatia e anemia podendo levar
a ictericia e hemorragias petequiais na mucosa (VERMA et al., 2013), podendo
apresentar distarbios respiratérios e hematuria na doencga clinica (BAVERDU et al.,
2009). Outra apresentacdo clinica frequentemente observada em equinos com

leptospirose é a uveite recorrente (ALl et al., 2012).

Na area urbana, os equinos utilizados em charretes para o recolhimento do

lixo reciclavel percorrem diferentes areas da cidade diariamente, ficando expostos a
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diferentes ambientes, podendo adquirir a infeccado e/ou disseminar leptospiras nao
apenas em suas residéncias, mas em varios pontos do municipio (HAMONDet
al.,2012). Devido a ocupacdo desordenada das cidades, a deficiéncia no
saneamento basico, aliados a alta aglomeracdo de pessoas de baixa renda e a
presenca de um numero elevado de roedores, o meio urbano e a periferia das
cidades séo locais propicios para a disseminacéo da leptospirose (VASCONCELOS
et al., 2012).Na Regido Sul do Brasil, a prevaléncia da leptospirose em equinos é
variavel. Estudos conduzidos em equinos utilizados para a tracdo, no ambiente
urbano das grandes cidades, em popula¢cdes humanas com extrema vulnerabilidade
social, demonstram uma prevaléncia entre 60 e 75% (LASTA et al.,2013; FINGER et
al., 2014).

Embora o isolamento de leptospiras seja considerado o padrdo ouro para o
diagnostico definitivo da leptospirose, o método é considerado dificil para a
execucao, dependente de tempo e experiéncia técnica (ELLIS, 2015). O teste de
soroaglutinacdo microscopica (MAT) é mundialmente reconhecido como o principal
método para o diagnéstico sorologico da enfermidade em humanos e animais. O
MAT é amplamente utilizado em estudos epidemioldgicos e possui como principal
vantagem, a alta especificidade para os sorogrupos de leptospiras. No entanto, nédo
se podem diferenciar os anticorpos induzidos pela vacinacdo do animal dos
induzidos pela infeccdo (ADLER& DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Nos ultimos
anos, alguns métodos como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e o ELISA
vém sendo utilizados como ferramentas auxiliares para o diagnéstico de leptospirose
nos equinos (VERMA et al., 2013).

O presente trabalho teve como objetivos: (1) conhecer a prevaléncia da
leptospirose na populacdo equina destinada a tracdo urbana no municipio de
Pelotas e (2) avaliar os principais fatores de risco a Leptospirose equina na area em
estudo.

Material e métodos

Amostra e local de estudo. O estudo foi desenvolvido no Ambulatorio do Hospital
de Clinicas Veterinaria da Faculdade Federal de Pelotas (HCV-UFPel), em equinos

destinados a tragdo urbana, localizado no bairro Ceval da Cidade de Pelotas, Estado
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do Rio Grande do Sul (RS), durante o periodo de marco a setembro de 2016. Neste
periodo, foi possivel coletar 119 amostras de sangue de equinos. As amostras foram
coletadas em tubos vacutainer™ com ativador de coagulo por puncado da veia

jugular e mantidas em refrigeracao.

Teste de soroaglutinagcdo microscopica (MAT). No laboratério, as amostras foram
centrifugadas e mantidas em temperatura de 20°C negativos durante prazo da
realizacdo do MAT. Todos os soros foram testados com um painel de antigenos
formados por 10 sorovares de leptospiras vivas, representantes dos principais
sorogrupos causadores de leptospirose no Brasil : - Australis, Autumnalis, Bataviae,
Bratislava, Copenhageni, Grippothyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e
Pyrogenes, os quais foram cedidos pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio
de Janeiro, acrescido do sorovar saprofita Patoc, o qual é recomendado pela OMS
(WHO, 2003), e de dois isolados locais, Ballum 4E e Canicola Kito (SILVA et al.,
2008). O MAT foi realizado nas amostras de sangue conforme (FAINE et al., 1999),
onde as leptospiras foram cultivadas em meio comercial EMJH (Difco laboratories)
liquido, em uma temperatura de 29°C e repicadas a cada sete dias, até a
concentracdo em 1-2 x 10° leptospiras/ mL. Para a realizacdo do MAT, as amostras
de soro foram inicialmente diluidas em 1:12,5 em PBS estéril, pH 7,2, e o teste foi
considerado reagente quando houve aglutinacdo de 50% ou mais das leptospiras

em relacdo ao controle.

Questionario epidemioldgico. Antes da coleta de sangue dos animais foi aplicado
um questiondrio epidemiolégico aos proprietarios dos animais com o objetivo de
obter informacgBes sobre as praticas de manejo utilizadas nos equinos. Juntamente
com um termo de consentimento autorizando a coleta de sangue, visando identificar
possiveis associacdes entre os fatores de risco e seu desfecho. Um total de 29
variaveis foi incluido nas analises. No questionario, as variaveis, incluiam desde os
dados do proprietario ao sexo dos animais analisados; outras espécies de animais
gque o proprietario possuia em casa (bovinos, equinos, ovinos, suinos, caes,
caprinos, gatos); presenca de roedores, formas de controle e se os roedores
possuiam acesso aos alimentos ingeridos pelo equino. A fonte de agua ingerida
pelos equinos (encanada, poc¢o, acude, arroio, sanga, banhado); qual a alimentacéao
fornecida (campo nativo, pastagem, racdo, milho silagem, feno, sal, lavagem,

misturdo) e onde o alimento era armazenado (galpdo, sala separada, dentro de
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casa, bombona, tonel). Também foram avaliadas o tipo de topografia da regido onde
residiam os proprietarios (alto, baixa, mista); os piquetes utilizados pelos animais
(seco ou umido); onde permanecem a noite (estabulo, mangueira, campo, piquete) e
se esse local era umido ou nao. Foi averiguado se 0s equinos haviam sido
vacinados contra leptospirose; os sistemas de reproducédo feitos pelos donos dos
animais (monta natural, inseminagdo artificial ou ambos). Os dados clinicos,
incluindo abortos na propriedade, natimortos, retorno ao cio e se havia
manifestacdes clinicas como (ictericia, hemorragia, manifestacdes oculares, anemia,

perda de peso, anorexia, diminuicdo na lactacao e outros).

Aspectos éticos e andlises estatisticas. Todos os procedimentos serdo realizados
com os conforme as diretrizes do CONCEA. Este projeto esta cadastrado no
COCEPE/UFPel e possui parecer favoravel para a execucdo (CEEA 4637). As
andlises estatisticas foram realizadas no Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), versao 22.0 e no Epiinfo 7.

Resultados e Discusséao

A leptospirose em equinos é de grande importancia para os paises onde essa
espécie animal é usada para trabalho rural e transporte urbano. No Brasil, estudos
sorolégicos que foram conduzidos nestes dois cendrios revelaram uma prevaléncia
variavel (5,9 a 100%), onde os sorovares causadores foram diferentes de acordo
com a regido geogréafica (LILENBAUM, 1998; LANGONI et al., 2004; LASTA et
al.,2013; FINGER et al., 2014; OLIVEIRA FILHO et al., 2014). A leptospirose equina
em comunidades com vulnerabilidade social representa um grave problema de
saude publica e para a area veterinaria, além de prejuizos para os proprietarios dos

animais.

No presente estudo, dos 119 equinos coletados, 112 (94,1%) foram reagentes
para um ou mais sorovares no MAT. Os titulos variaram de 50 a 800, sendo que 107
(89,9%) animais reagiram com titulos de 100 ou mais (Tabela 1). Os sorovares que
mais reagiram no MAT, independente do titulo, foram o Hardjo (Hardjoprajitno)
representando 52,9% (n=63), seguido do Canicola (Kito) com 42% (n=50) e Ballum
(4E) com 36,1% (n=43). Os sorovares que reagiram com o maior titulo (800) foram

Copenhageni e Ballum 4E (n=2), Australis, Bratislava e Grippotyphosa (n=1). Estes
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resultados evidenciam a ocorréncia de aglutininas oriundas de infeccéo, jA que

apenas 3 (2,5%) animais tinham historico de vacinacao prévia.

Dentre os fatores de risco analisados através de analise univariada e usando
o teste de Fisher, a associacdo entre 0s animais pastarem em campo nativo e a
sororeatividade no MAT, revelou ser um risco aos animais com p=0,02. Esse fato
pode ser atribuido a prética recorrente dos proprietarios em deixar seus cavalos em
terrenos proximos as suas residéncias onde os animais convivem com 0s animais da
mesma espécie e com 0s animais ndo domiciliados. Esse mesmo fator de risco
revelou associacdo com a existéncia de episodios de aborto, o qual foi relatado por
21,8% (n=26) dos proprietarios com p<0,001. Outros fatores de risco revelaram
associacdo com o aborto, sendo eles: - presenca de galpdo para 0 armazenamento
de racéo para os animais com p=0,03; - monta natural com p<0,001; e - presenca de
roedores na propriedade com p<0,001. Como fator de protecdo ao aborto, foi
observado que o armazenamento de racdo em tonel, com p<0,01, seria uma

alternativa para evitar o acesso da racao aos roedores e outros animais.

Todas as propriedades do estudo localizam-se em areas planas, semelhante
com a topografia predominante da regido urbana de Pelotas, onde devido as baixas
altitudes, esta sujeita as inundacdes e alagamentos nos periodos de aumento do
indice pluviométrico (SOUZA, 2008). De acordo com o levantamento de dados, 0s
proprietarios obtém o sustento da coleta e venda de material reciclavel, sendo a sua
prépria residéncia o local para deposito, o que favorece a presenca de roedores, 0s
quais usufruem dos residuos como abrigo e dos restos de alimentos. Estes roedores
sinantrépicos sao hospedeiros comumente associados com o0s sorovares Ballum e
Icterohaemorrhagiae (BHARTIet al., 2003). Em nosso estudo o sorovar Ballum cepa
4E, um isolado local, foi um dos antigenos com maior numero de reacfes e com 0S
titulos variando de 50 a 800, evidenciando a importancia da presenca de roedores
dentro e na periferia das residéncias, a qual foi relatada por 77,3% (n=92) dos

proprietarios.

Outra espécie animal de grande importancia na cadeia epidemioldgica da
leptospirose urbana é a canina. Em nosso estudo, 50 (42%) amostras dos animais
reagiram com o sorovar Canicola (cepa Kito, isolado local), o qual € comumente
associado com os cdes (BHARTIet al 2003). Além disso, encontramos a presenca

de caninos em 88,9% (n=105) nas propriedades, onde foi evidenciado que nenhum
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animal era vacinado contra a leptospirose. Além disso, foi evidenciado um elevado
namero de cdes ndo domiciliados no local. Segundo BOLIN (1996), em uma
populacdo de animais ndo vacinados, a ocorréncia do sorovar canicola pode
acometer de 50% a 75% da populacdo de caninos. No ano de 1995, um estudo com
caninos no municipio de Pelotas registrou a frequéncia de 58,1% para o sorovar
canicola, 20,9% para o sorovar icterohaemorrhagiae e de 11,4% para o sorovar
copenhageni (AVILA et al., 1998).

Interessantemente, nosso estudo revelou o sorovar Hardjo como o mais
predominante nas reac¢des sorologicas. Além da auséncia de historico vacinal, o que
poderia revelar aglutininas para as vacinas comercialmente disponiveis, apenas
14,2% (n=17) proprietarios possuiam bovinos e 2,5% (n=3) possuiam ovinos e
caprinos, espécies animais comumente associadas com esse sorovar (ELLIS, 2015).
Esse achado sugere que trabalhos adicionais que priorizem o isolamento do agente
devam ser realizados para a identificagéo dos sorovares existentes no ambiente de

estudo.

A inclusao de isolados locais na bateria de antigenos do MAT é recomendada
pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO 2003). Em nosso estudo, pudemos
observar a importancia da inclusdo dos isolados locais na bateria de diagnéstico,
cepa Kito (Canicola) com 42% (n=50) e cepa 4E (Ballum) com 36,1% (n=43), 0s
quais foram isolados de um canino com leptospirose fatal (SILVA et al., 2008) e de
um camundongo capturado em uma residéncia do meio rural (SILVA et al., 2010),
principalmente pela presenca de um numero elevado de roedores e de caninos no

ambiente onde os equinos vivem.

A utilizacdo de equinos para tracdo nas médias e grandes cidades € uma
pratica recorrente no Brasil. Em Pelotas, muitas familias consideradas na situagéo
de vulnerabilidade social utilizam-se desses animais em charretes para a coleta de
lixo e materiais reciclaveis, os quais transitam por diferentes bairros e percorrem
variadas distancias dentro do municipio, o que pode ser considerado um importante
risco a saude publica. Em nosso estudo, 94,1% (n=112) foram reagentes para um ou
mais sorovares no MAT. No entanto, a deteccado de anticorpos no MAT nao indica
apenas uma infeccdo corrente, mas também uma infeccdo prévia, jA& que o0s
anticorpos podem persistir durante longos periodos apos a infeccdo (WHO, 2003).

Assim, estudos posteriores para o isolamento do agente e para a deteccédo da



25

leptospiremia e leptospiruria poder&do confirmar de forma definitiva a infecgdo nos
equinos no ambiente estudado, tendo em vista a possibilidade da disseminagao do
agente para humanos e animais no local das residéncias e em outras regides da

cidade.
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Tabela 1. Frequéncia de reag6es dos 112 soros de equinos, de acordo com o titulo e o sorovar
reagente no MAT.

Titulo (MAT)
Antigeno
50 100 200 400 800

Australis 4 3 5 4 1
Autumnalis 7 7 3 - -
Bataviae 3 8 - - -
Bratislava 9 9 11 6 1
Copenhageni 2 4 7 2 2
Grippotyphosa 8 11 6 3 1
Hardjo 14 17 25 6 -
Icterohaemorrhagiae 11 8 1 - -
Pomona 2 6 7 - -
Pyrogenes 7 6 4 1 -
Ballum 4E* 7 15 16 3 2
Canicola Kito* 8 13 16 13

Patoc 32 - - -

*|solados locais
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Uveite recorrente em uma égua com leptospirose: relato de caso

[Recurrent uveitis in a mare with leptospirosis: a case report]

RESUMO

A uveite recorrente equina (ERU) é uma importante causa de cegueira em equinos,
podendo afetar um ou ambos os olhos. A infecgcdo dos equinos com leptospiras
patogénicas é considerada a causa mais comum de ERU em todo o mundo. Embora
nao exista um teste especifico para o diagndéstico laboratorial da ERU associada
com leptospiras, o teste de aglutinacdo microscopica (MAT) tem sido considerado
um valioso indicador da infeccéo leptospiral. Este relato descreve um caso de ERU
em uma égua da raca crioula baseado nas manifestacdes clinicas, no diagnoéstico
laboratorial e na investigacdo epidemiologica. Este € o primeiro relato de ERU

causada por leptospiras em equinos da raga crioula no Brasil.

ABSTRACT

Equine recurrent uveitis (ERU) is an important cause of blindness in horses, affecting
one or both eyes. Equine infection with pathogenic leptospires is considered as the
most common cause of ERU worldwide. Although there is no specific test for the
laboratory diagnosis of Leptospira-associated ERU, the microscopic agglutination
test (MAT) has been considered as a valuable indicator of leptospiral infection. This
report describes a case of ERU in a mare of creole breed based on clinical
manifestations, laboratory diagnosis and epidemiological investigation. To the best of
our knowledge, this is the first report of ERU caused by leptospires in horses of the

Crioula breed in Brazil.
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INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose causada por espécies patogénicas do género
Leptospira, a qual é endémica em vérias partes do mundo (Verma et al., 2013). A
incidéncia da enfermidade e a presenca dos sorovares variam consideravelmente
entre as regibes do planeta, ocorrendo principalmente nos paises em
desenvolvimento com clima tropical (Ko et al., 2009). Embora a maioria dos casos
apresente a forma leve assintomatica da doenca, a leptospirose humana e animal
possui amplo espectro de manifestacdes clinicas, podendo ser confundida com
outras enfermidades em sua fase inicial (Ko et al., 2009; Ellis, 2015).

A leptospirose em equinos apresenta manifestacdes clinicas normalmente
associadas com complicacdes reprodutivas, queda na performance, perda de peso e
manifestacdes oculares. No entanto, a apresentacdo subclinica da doenca € a mais
comum nessa espécie animal (Ellis, 2015). Estudos epidemioldgicos baseados no
levantamento de fatores de risco a enfermidade e na sorologia, apontam para uma
prevaléncia variavel e dependente da regido geogréfica investigada (Verma et al.,
2013). No Brasil, a prevaléncia da leptospirose em equinos varia de 5,9 a 100%
(Lilenbaum, 1998; Langoni et al., 2004; Oliveira Filho et al., 2014).

A uveite recorrente equina (ERU) é uma das principais causas de cegueira em
equinos e apresenta-se como uma inflamacédo ndo-granulomatosa que se repete em
intervalos imprevisiveis (Malalana et al., 2015). Conhecida também como cegueira
da lua, a uveite ocorre meses ou até anos apoOs ser adquirida naturalmente pela
infeccdo por leptospiras patogénicas (Hartskeerl et al., 2004). Embora a patogenia
da ERU ainda seja desconhecida, ela é considerada uma doenca imunomediada e
associada a determinadas racas de equinos (Malalana et al., 2015). O diagndstico
da ERU é baseado na presenca de sinais classicos da uveite, na recorréncia e na
sororeatividade no MAT (Verma et al., 2012).

Este relato descreve um caso de ERU em uma égua da racga crioula, baseado
nas manifestacbes clinicas, no diagndstico laboratorial e na investigagédo

epidemiologica.

CASUISTICA
No més de julho de 2015, no municipio de Piratini (RS), uma égua com 8 anos

de idade apresentou uma lesdo opaca no olho direito. Quatro dias depois
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apresentou uma lesdo semelhante no olho esquerdo, ndo revelando reflexos ao
exame clinico realizado. Como medida terapéutica, foi realizada a antibioticoterapia,
uso de corticosterdides e terapia de suporte. Apos o periodo de 10 dias do
tratamento inicial, quando a égua foi submetida ao exercicio, ocorreu recidiva e a
manifestagdo ocular foi novamente observada. Como conduta terapéutica, foi
realizada novamente a antibioticoterapia e o tratamento de suporte. Neste momento,
uma amostra de sangue foi encaminhada para a realizacdo do diagndstico
laboratorial (Amostra 1). Apés 15 dias, uma segunda amostra de sangue foi
novamente coletada para a realizacdo do diagndstico laboratorial (Amostra 2).
Durante todo o periodo, a égua foi mantida em confinamento, sendo alimentada com
racao e volumoso. Alguns roedores foram observados no ambiente de alojamento do

animal e medidas para a eliminacdo dos mesmos foram realizadas.

No laboratério, o MAT foi realizado nas duas amostras de sangue conforme,
utilizando como antigeno os seguintes sorovares: L. interrogans Pomona Pomona,
L. interrogans Icterohaemorrhagiae RGA, L. kirschneri Grippotyphosa Moskva V, L.
santarosai Bataviae Swart, L. interrogans Australis Ballico, L. interrogans Australis
Bratislava, L. interrogans Pyrogenes Salinem, L. interrogans Sejroe Hardjoprajitno,
L. interrogans Copenhageni M20, L. interrogans Autumnalis Akiyami A, L. biflexa
Semaranga Patoc 1, e os isolados locais L. interrogans Canicola Kito e
L.borgpetersenii Ballum 4E. Para os dois testes, as leptospiras foram cultivadas em
meio comercial EMJH (Difco laboratories) liquido, em uma temperatura de 29°C e
repicadas a cada sete dias, até a concentracdo em 1-2 x 10° leptospiras/ mL. Para a
realizacdo do MAT, as amostras de soro foram inicialmente diluidas em 1:12,5 em
PBS estéril, pH 7,2, e o teste foi considerado reagente quando houve aglutinacéo

de 50% ou mais das leptospiras em relagcédo ao controle.

A Amostral, a qual foi coletada apds a ocorréncia das manifestacdes clinicas e
a conduta terapéutica inicial, revelou o seguinte resultado: - L. interrogans Canicola
1:200; L. interrogans Autumnalis 1:100; L. interrogans Pomona 1:50; L. interrogans
Australis 1:50; L. interrogans Pyrogenes 1:50; L. interrogans Bratislava 1:50. Apos
15 dias, a fim de detectar a soroconversdo, a Amostra2 foi coletada e testada,
revelando o seguinte resultado: - L. interrogans Canicola 1:400; L. interrogans

Autumnalis 1:400; L. interrogans Australis 1:200; L. interrogans Bratislava 1:200.
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DISCUSSAO

A ERU possui um impacto negativo para 0s animais e para oS proprietarios.
Além dos custos elevados para o diagnostico e o tratamento da doenca, incluindo as
recidivas, 0os animais acometidos possuem uma alta frequéncia de sequelas como a
perda da visao, que pode ser uni ou bilateral, a perda da funcéo ocular, e em alguns
casos, existe a necessidade da eutanasia do animal (Gerding et al., 2016). Quanto
mais precoce for realizado o diagnostico da ERU causada por leptospiras, o qual é
baseado na presenca de sinais clinicos da uveite, na historia da recorréncia e na
sororeatividade no MAT, melhor sera o progndéstico para o animal (Malalana et al.,
2015; Gerding et al., 2016). No entanto, até o momento, ndo existe nenhum teste
disponivel exclusivamente para o diagnéstico da ERU causada por leptospiras
(Verma et al., 2013).

Nos casos de ERU, para um prognéstico favoravel da enfermidade aguda, o
emprego de uma intervencao terapéutica rapida favorece a diminuicdo do processo
inflamatorio, diminuindo ou evitando a doenca recorrente. Por outro lado, o0 emprego
de antibioticoterapia durante a fase aguda pode mascarar 0 aparecimento de sinais
clinicos da doenca e interferir na deteccdo e quantificacdo da resposta imune nesta
fase, tendo em vista a variabilidade na suscetibilidade aos antibacterianos entre os
sorovares leptospirais (Malalana et al., 2015; Gerding et al., 2016).

No Brasil, estudos epidemiolégicos da leptospirose em equinos ao longo dos
anos revelaram uma prevaléncia variavel entre as regides do pais. Em um estudo
sorolégico realizado em éguas com problemas reprodutivos no Estado do Rio de
Janeiro, revelou uma prevaléncia de 42,96%, onde o sorovar predominante foi
Icterohaemorrhagiae, seguido por Bratislava e Pomona (Lilenbaum, 1998). Langoni
et al. (2004) em um estudo com 1.402 soros de equinos provenientes dos Estados
de S&o Paulo, Goias e Mato Grosso do Sul, os autores encontraram uma
prevaléncia de 54%, com o sorovar Icterohaemorrhagiae sendo o mais prevalente.
No Estado da Paraiba, um estudo soroldgico foi conduzido em equideos nos
municipios do brejo paraibano, utilizando amostras de equinos (n=257), de mulas
(n=46) e de burros (n=7), encontrando uma prevaléncia de 16,2% em equinos, 13%
em mulas e 28,6% em burros (Oliveira Filho, 2014).

Estudos de soroprevaléncia e isolamento no mundo indicam que os equinos
sdo suscetiveis a uma ampla variedade de leptospiras, tais como Pomona,

Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Sejroe, Canicola e Ballum, no
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entanto, o sorovar Bratislava é considerado o mais comum mundialmente (Arent et
al., 2015; Ellis, 2015). Em nosso relato, demonstramos a soroconversao para quatro
sorovares leptospirais, importantes para a saude publica e veterinaria. A Amostraz2,
revelou uma co-aglutinacdo entre os sorovares Canicola e Autumnalis, ambos com o
maior titulo, seguidos por Australis e Bratislava. Em contrapartida, os sorovares
Pomona e Pyrogenes ndo soroconverteram. Todos 0s sorovares reagentes neste
relato sdo comumente associados com a ocorréncia mundial de ERU em equinos
(Hartskeerl et al., 2004; Verma et al., 2010).

Entre as limitagbes do nosso relato, destacam-se a impossibilidade do uso de
técnicas para o isolamento do agente e a deteccdo do DNA leptospiral tanto no
sangue, na urina e no humor vitreo, amplamente empregadas para a confirmacéo do
agente causador da ERU. Embora o MAT ainda seja o teste amplamente utilizado
para os casos de ERU, algumas estratégias para o desenvolvimento de testes para
o diagnéstico da ERU e o conhecimento da patogenia da enfermidade vém sendo
utilizadas nos udltimos anos. A identificacdo da expressao intraocular de duas
lipoproteinas leptospirais, a LruA e a LruB (Leptospiral Recurrent Uveitis associated
proteins A and B) no fluido ocular de equinos com uveite, e a deteccdo de altos
niveis de Imunoglobulina A e G anti-LruA e B no fluido ocular demonstram a
importancia dessas lipoproteinas na patogénese da enfermidade, bem como a
participacdo destes anticorpos na reposta auto-imune, jA que esses além de
reconhecerem as lipoproteinas leptospirais, reagem de forma cruzada contra
componentes proprios do olho (Verma et al., 2010; Verma et al., 2013).

Alguns estudos que utilizaram marcadores genéticos para a ERU indicam que
0s animais da raca Appaloosa possuem oito vezes mais predisposicdo para
desenvolver ERU do que as demais racas estudadas. Além disso, o progndstico da
doenca nos animais da raca Appaloosa, em relacdo as sequelas na visdo dos
animais, sera agravado quando a causa da ERU for o sorovar Pomona (Verma et al.,
2012; Gerding et al.,, 2016). Em um recente estudo, também foram identificados
componentes genéticos para o desenvolvimento da ERU em equinos da raca
German Warmblood (Gerding et al., 2016). No Brasil, ndo ha relatos que indiquem a
pré-disposicdo genética e/ou suscetibilidade dos animais da raca crioula para o
desenvolvimento da ERU causada por leptospiras.

Este relato descreve um caso de ERU em uma égua da raca crioula baseado

nas manifestagcdes clinicas, no diagnodstico laboratorial e na investigacao
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epidemiologica. No caso relatado, o diagndstico clinico na fase aguda da ERU, a
confirmacédo diagndstica e o tratamento precoce contribuiram de forma favoravel na
recuperacdo do paciente e na reducédo da ocorréncia de sequelas, tendo em vista o
impacto negativo da ERU para o animal. Assim, este € o primeiro relato de ERU

causada por leptospiras em equinos da raga crioula no Brasil.
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Isolamento de Leptospira em aborto equino: relato de caso

[Leptospira isolation in equine abortion: a case report]

RESUMO

Estudos soroldgicos da leptospirose em equinos demonstram que a doenca ocorre
em todo o mundo. A frequéncia de aglutininas anti-Leptospira varia entre os paises e
existe uma grande susceptibilidade dos animais em relacdo aos sorovares
predominantes. A maioria das infec¢cdes permanece assintomatica, mas o aborto e a
morte fetal sdo sequelas comuns da leptospirose equina. Este relato descreve um
caso de aborto por leptospirose em uma égua no municipio de Pelotas (RS), onde
foi possivel isolar o agente, caracterizar a viruléncia em modelo animal e a

caracterizacao genotipica preliminar da cepa isolada.

ABSTRACT

Serological studies of leptospirosis in horses showed that the disease occurs
worldwide. The frequency of anti-Leptospira agglutinins varies between countries and
there is a high susceptibility of the animals in relation to the predominant serovars.
The majority of infections remain asymptomatic but abortion and stillbirth are
common sequels of equine leptospirosis. This report describes a case of
leptospirosis abortion in a mare occurred in the municipality of Pelotas (RS), which it
was possible to isolate the agent, the characterization of virulence in animal model

and the preliminary genotypic characterization of the isolated strain.
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INTRODUCAO

A leptospirose é uma enfermidade que acomete 0s animais e 0s humanos no
mundo, possuindo importantes consequéncias econdmicas (Ellis, 2015). Nos
equinos, a prevaléncia da enfermidade e a presenca dos sorovares que causam a
doenca variam consideravelmente no mundo (Verma et al.,, 2013). Embora a
apresentacao subclinica da doenca seja a mais comum nessa espécie animal, a
leptospirose equina apresenta manifestacdes clinicas normalmente associadas com
complicagbes reprodutivas, queda na performance, perda de peso e manifestacoes
oculares (Ellis, 2015).

No Brasil, a prevaléncia da leptospirose em equinos é variavel. Estudos
conduzidos em equinos utilizados para a tracdo, no ambiente urbano das grandes
cidades da Regido Sul, em populagbes humanas com extrema vulnerabilidade
social, demonstram uma prevaléncia entre 60 e 75%, com o0 sorovar
Icterohaemorrhagiae sendo o mais prevalente nestes estudos (Lasta et al.,2013;
Finger et al., 2014), o que pode ser atribuido a endemicidade da leptospirose entre
os roedores sinatropicos dos municipios.

Marcolongo-Pereira et al. (2012) em um estudo retrospectivo em equinos do sul
do Brasil, no periodo compreendido entre 2000 e 2011, identificaram como as
principais causas de aborto em éguas 0s seguintes agentes: - bacterianos (68,4%); -
nao infecciosos (15,8%); - virais (7,9%); e parasitarios (2,6%). Entre os agentes
bacterianos, o0s principais causadores foram Klebisiella pneumoniae (5,6%),
Leptospirasp. (5,6%) e Streptococcus beta hemolitico (5,6%).

Abortos causados por leptospiras geralmente sdo confirmados pela
demonstracdo do agente através de técnicas como imunofluorescéncia (IF) e
imunohistoquimica (IHQ) nos tecidos fetais (Szeredi et al., 2006), jA& que o
isolamento do agente é limitado pelas dificuldades de cultivo e expertise técnica
(Ellis, 2015). No Brasil, a primeira notificacdo sobre a ocorréncia dos dois primeiros
casos de abortamento em éguas causado por leptospiras foi publicado em 1958.
Posteriormente, Freitas et al.(1960) demonstraram leptospiras em tecidos de fetos
abortados através da microscopia de campo escuro, e apenas no inicio da década
de 80 foi relatado o primeiro isolamento de leptospiras patogénicas a partir de um

feto equino abortado (Pescador et al., 2004). Posteriormente, Yasuda et al. (1986)
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isolaram leptospiras saproéfitas de um feto equino abortado, embora néo tenha sido
possivel concluir que tenha sido a verdadeira causa do abortamento.

Este relato teve como objetivos: (1) descrever um caso de aborto por
leptospirose em uma égua ocorrido no municipio de Pelotas, no qual foi possivel o
isolamento do agente; (2) realizar a caracterizacao da viruléncia em modelo animal;

e (3) realizar a caracteriza¢do genotipica preliminar da cepa isolada.

CASUISTICA

Em abril de 2016, durante a execugdo do projeto intitulado de “Estudo
transversal da leptospirose em equinos do municipio de Pelotas/RS” (processo
n°23110.004637/2015-18; Parecer favoravel da CEEA/UFPel), uma égua adulta com
aproximadamente 9 anos de idade, abortou durante o exame clinico. Na anamnese,
o proprietario informou sobre o local onde a égua era mantida, que tinha contato
com outros animais (caes e roedores) e que possuia um historico de retorno ao cio,
natimortos e aborto. Foi realizada a coleta de sangue da égua e o feto foi
encaminhado para a necropsia no setor de patologia da Faculdade de Veterinaria da
UFPel, onde foi coletado assepticamente um volume de 5 ml de sangue fetal e um
fragmento de 5 cm3® de um dos rins do animal. Durante a realizacdo da necropsia,
fragmentos de diversos 6rgaos foram coletados e fixados em formalina tamponada

para posterior processamento.

Para a tentativa de isolamento de leptospiras os macerados e inoculados
diretamente em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) semi-sélido
enriquecido com suplemento comercial. Os cultivos foram incubados em estufa
bacteriologica e mantidos a 29°C. Amostras de sangue fetal também foram
cultivadas e mantidas nas mesmas condi¢des. As culturas positivas foram repicadas
para meio EMJH liquido e utilizadas para extracdo do DNA gendmico através de kit

comercial (illustra™ bacteria genomicPrep Mini Spin Kit — GE Healthcare®).

A caracterizagdo molecular preliminar da cepa isolada foi realizada a partir de
PCR, utilizando como molde o DNA gendmico extraido e oligonucleotideos que
amplificam os genes LipL32, LigB e SecY. Como controle positivo, utilizou-se o DNA
da cepa Fiocruz L1-130. Cada reacéo foi realizada em um volume final de 25 pl, 12,5

pul de mix (PCR Master Mix — Promega), 9,5 pl de agua ultrapura, 1 pl de cada
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oligonucleotideo e 1 pl de DNA gendmico. A reacédo foi submetida a um processo de
desnaturacao inicial (94°C, 5 min), seguido por 35 ciclos de desnaturagédo (94°C, 1
min), anelamento (55°C, 1 min) e extensdo (72°C, 1 min). Apds os 35 ciclos, a
reacao foi submetida a um ciclo final de extenséo a 72°C por 10 min. Para avaliacédo
do resultado, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 0,8% e submetidas a
eletroforese em cuba horizontal. O gel foi visualizado sob luz UV. Paralelamente, as
culturas positivas foram inoculadas dois hamsters (Mesocricetus auratus)machos,
oriundos do Biotério Central da UFPel, com 4 semanas de idade, através do desafio
intraperitoneal com a inoculacdo de aproximadamente 10° leptospiras. Quando os
animais apresentaram sinais clinicos compativeis com a doenca clinica, foram

eutanasiados e os rins usados para inoculacdo em meio EMJH semi-sdlido.

O MAT foi realizado na amostra de sangue da égua utilizando como antigeno
0S seguintes sorovares: L. interrogans Pomona Pomona, L. interrogans
Icterohaemorrhagiae RGA, L. kirschneri Grippotyphosa Moskva V, L. santarosai
Bataviae Swart, L. interrogans Australis Ballico, L. interrogans Australis Bratislava, L.
interrogans Pyrogenes Salinem, L. interrogans Sejroe Hardjoprajitno, L. interrogans
Copenhageni M20, L. interrogans Autumnalis Akiyami A, L. biflexa Semaranga Patoc
1, e os isolados locais L. interrogans Canicola Kito e L.borgpetersenii Ballum 4E.
Para o teste, as leptospiras foram cultivadas em meio comercial EMJH (Difco
laboratories) liquido, em uma temperatura de 29°C e repicadas a cada sete dias, até
a concentracdo em 1-2 x 10® leptospiras/ mL. Para a realizacdo do MAT, as
amostras de soro foram inicialmente diluidas em 1:12,5 em PBS estéril, pH 7,2, € 0
teste foi considerado reagente quando houve aglutinagcdo de 50% ou mais das

leptospiras em relacéo ao controle.

A amostra de sangue da égua, a qual foi coletada apdés o aborto, revelou o
seguinte resultado: - L. kirschneri GrippotyphosaMoskva V (1:800); L.borgpetersenii
Ballum 4E(1:800); L. interrogans Sejroe Hardjoprajitno (1:400); L. santarosai
Bataviae Swart (1:200) e L. interrogans Australis Bratislava (1:50).

Quando o cultivo da cepa apresentou um crescimento de 10° leptospiras/mL, foi
realizada a extracdo do DNA gendmico, seguida pela PCR. A amplificacao de lipL32,
ligB e SecY na cepa isolada do feto abortado e na cepa L1-130 podem ser
visualizadas na Figura 1. A amplificacdo de IlipL32 e ligB, confirmou a

patogenicidade da cepa isolada, uma vez que estes genes sb estdo presentes em
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cepas patogénicas. A amplificacdo de SecY servira para 0 seu posterior
sequenciamento e o alinhamento com multiplas sequencias disponiveis no banco de
dados (GenBank).

O resultado do teste de viruléncia revelou que a cepa foi capaz de reproduzir
0os principais achados clinicos da leptospirose experimental. Os sinais clinicos
encontrados nestes dois grupos de animais iniciaram a partir do 5° dia, manifestando
prostracdo, isolamento na caixa, desidratacdo, perda de peso e o 6bito dos animais
inoculados entre o 7° e 8° dia. ApGs a necropsia dos hamsters, foram evidenciadas
alteracdes macroscopicas descritas como tipicas da leptospirose experimental, como
a ictericia nas mucosas, a congestdo de o6rgdos e hemorragia pulmonar. O
reisolamento da cepa foi obtido com sucesso a partir do cultivo do tecido renal dos

animais submetidos ao teste de viruléncia.

DISCUSSAO

Estudos soroldgicos da leptospirose em equinos no Brasil e no mundo
apontam para uma ocorréncia de aglutininas anti-leptospiras variavel entre os paises
e uma ampla suscetibilidade dos animais em relagdo aos sorovares predominantes
(Verma et al., 2013). Embora o sorovar Bratislava seja considerado como o mais
prevalente em equinos no mundo (Ellis, 2015) e indicado como um sorovar adaptado
a espécie equina (Bharti et al., 2003), outros sorovares como Pomona,
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Serjoe, Canicola e Ballum também
sdo associados com a doenca (Hartskeerl et al., 2004). Entretanto, o sorovar
leptospiral mais associado com aborto em éguas € o Pomona (Verma et al., 2013).

Em nosso relato, o MAT realizado com a amostra de sangue da égua, a qual
foi coletada no mesmo dia do aborto, revelou reagdes com maiores titulos para os
sorogrupos Grippotyphosa e Ballum, seguido de reagcdes com os sorovares Hardjo,
Bataviae e Bratislava. Esse resultado é coerente com 0s demais estudos sorologicos
realizados no Brasil e no mundo, embora seja evidente a auséncia de reacdes
contra Icterohaemorrhagiae, Canicola e Pomona, mesmo que o proprietario tenha
relatado que a égua teve contato com caninos e roedores sinantropicos na
propriedade. Os sorogrupos Grippotyphosa e Ballum estdo associados com

mamiferos sinantrépicos e silvestres, como 0os camundongos e 0s marsupiais (Bharti
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et al., 2003), os quais podem ser encontrados no ambiente urbano e na periferia do
municipio de Pelotas (RS).

No Rio de Janeiro, Hamond et al. (2013) estudaram a transmissdo sexual
entre equinos como um potencial modo de transmissédo da leptospirose entre 0s
animais. Em nosso relato, o proprietario do animal informou que a égua possuia
histérico de retorno ao cio e abortos anteriores, revelando outro potencial fator de
exposicdo para a infeccdo, jA que a monta natural ocorre entre animais que
convivem no mesmo ambiente, em uma comunidade de charreteiros com elevada
vulnerabilidade social, onde os equinos sao utilizados para a coleta de material
reciclavel no meio urbano do municipio.

O isolamento de leptospiras € considerado o padrdo ouro para o diagndstico
definitivo da leptospirose (Ellis, 2015). Embora seja um procedimento considerado
dificil e que demande tempo e experiéncia técnica, o isolamento de leptospiras
permite a identificacdo do sorovar causador, o que € importante nos estudos
epidemioldgicos, e para o desenvolvimento de vacinas contra a leptospirose equina.
Em nosso relato, ap6s o isolamento em meio semi-sélido EMJH, a cepa isolada foi
utilizada para a realizacdo do teste de viruléncia em modelo animal suscetivel. Os
animais inoculados com a cepa apresentaram sinais clinicos e patolégicos da
enfermidade experimental. Este resultado demonstra que a cepa isolada possui
potencial para compor experimentos que visem o teste de vacinas experimentais
contra a leptospirose.

Estudos anteriores demonstraram que a expressdo de alguns genes das
leptospiras estaria relacionada com a patogenicidade e a viruléncia das cepas
(Verma et al., 2013). Em nosso estudo, detectamos no DNA gendmico da cepa
isolada do feto abortado a presenca de dois genes, LipL32 e LigB, os quais sao
amplamente utilizados em estudos de vacinologia reversa e no desenvolvimento de
testes para o diagnostico da leptospirose, e que estdo presentes apenas em
leptospiras patogénicas (Bharti et al., 2003; Szeredi et al., 2006). A amplificacdo de
16S rRNA (dados ndo mostrados) e SecY permitirA a posterior classificagdo
genotipica da cepa isolada, uma etapa néo realizada no presente relato.

Este relato descreve um caso de aborto por leptospirose em uma égua sem
raca definida ocorrido no municipio de Pelotas, no qual foi possivel o isolamento do
agente e a caracterizacdo da viruléncia em modelo animal e a caracterizagédo

genotipica preliminar da cepa isolada.
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Figura 1. Amplificacdo dos genes SecY, LigB e LipL32 no DNA gen6mico da cepa isolada do feto
equino e na cepa Fiocruz L1-130 (controle positivo), onde: (M) marcador de peso molecular 1kb plus
DNA ladder (Invitrogen®); (1) Amplificacdo de SecY na cepa L1-130; (2) amplificacdo de SecY na
cepa feto; (3) amplificacdo de LigB na cepa L1-130; (4) amplificacdo de LigB na cepa feto; (5)
amplificacdo de LipL32 na cepa L1-130; (6) amplificacdo de LipL32 na cepa feto.



5 Consideracdes Finais

- A prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira, com titulos maiores ou iguais a
100, nos equinos estudados é de 89,9%. O sorovar mais prevalente é o Hardjo
(cepa Hardjoprajitno), seguido por dois isolados locais, a cepa Kito (sorogrupo
Canicola) e a cepa 4E (sorogrupo Ballum), com os titulos variando de 50 a 800 em

todas as reacoes;

- Dentre os fatores de risco analisados através da analise univariada, a
associacado entre 0s animais que pastam em campo nativo e a sororeatividade no
MAT, revela ser um risco aos animais com p=0,02. Quanto a existéncia de episodios
de aborto nas éguas do estudo, a associacdo entre as propriedades que relatam
aborto e os animais que pastam em campo nativo (p<0,001), com a presenca de
galpédo para o armazenamento de racao para os animais (p=0,03), com a utilizacao
de monta natural (p<0,001) e a presenca de roedores na propriedade (p<0,001),
também revelam risco aos animais do estudo. Como fator de protecao ao aborto,

destaca-se o armazenamento de racdo em tonel (p<0,01);

- Este estudo descreve o primeiro relato de ERU causada por leptospiras em

equinos da racga crioula no Brasil;

- A cepa isolada do feto equino abortado, durante este estudo, é patogénica e
virulenta para hamsters, a qual podera ser utilizada em estudos que visem o teste de

vacinas contra a leptospirose.
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ANEXO |

UFPel

Pelotas, 10 de agosto de 2015

De: M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva

Departamento de Veterindria Preventiva — Faculdade de Veterindria

Senhor Professor:

A CEL4 analisou o projeto intitulado: “Estudo transversal da leptospirose em
equinos do municipio de Pelotas/RS”, processo n°23110.004637/2015-18 que envolve
a utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino, sendo de parecer FAVORAVEL a
sua execugdo, pois esta de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA).

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 3 CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
COBALTO para posterior registro no COCEPE (codigo para cadastro n° CEEA 4637-
2015).

Vigéncia do Projeto: 10/08/2015 a 31/12/2020

Espécie/Linhagem: Equus caballus e Mesocicetus auratus/Golden Syrian

N° de animais: 385 equinos e 20 hamster
Idade: variavel (equinos) e 4 semanas (hamster)
Sexo: variavel (equinos) e Machos (hamster)

Origem: Propriedades particulares (equinos) e Biotério Central/UFPel (hamster)

[ gé(,,&,(x;
Noot”.

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Ciente em: / /2015

Assinatura do Professor Responsavel:




Anexo Il

Questionério Epidemiologico Sobre Leptospirose Animal

Variavel Prompt
1. Numero Questiondrio NQUES
2. Entrevistador: ENTREV
3. Data entrevista: __ / / DTENT
4. Nome do Proprietdrio NOME
5. Enderego: END
6. Bairro/localidade: BAIRR
7. Referéncia (rural) REF
8. Telefone: TEL
9. Data de nascimento___ / / DTNASC
10. Idade ___anos IDADE
11. Sexo:( 1) Masculino (2) Feminino SEXO
12. Na sua casa tem:
Bovinos ? (1) Sim(2) Nao BOV
Equinos ? (1) Sim(2) Nao EQUI
Ovinos ? (1) Sim(2) Nao ovi
Suinos ? (1) Sim(2) Nao Sul
Caes? (1) Sim(2) Nao CAO
Gatos ? (1) Sim(2) Nao GATO
QOutras? Quais?
13. Ha presenca de roedores na propriedade? (1) Sim (2) ndo ROEDOR
14. E realizado o controle de roedores? (1) Sim (2) ndo CONROE
15. Os roedores tem acesso aos alimentos dos animais? (1) Sim (2) ndo ALIMROE
16. Qual é a fonte de dgua para os animais? FONTAGU
(1) encanada (2) pogo (3) agude (4) arroio (5) sanga (6) banhado (7) outro
17. Qual a alimentag¢do dos animais? ALIANIM
(1) campo nativo (2) pastagem (3) ragdo (4) milho (5) silagem (6) feno (7) sal
18. Onde sdo armazenados os alimentos? ARMAZ
(1) galpdo (2) sala separada (3) dentro de casa (4) bombona (5) Tonel (6) outro?
Qual?
19. Os animais (em geral) tem acesso ao local de armazenamento? ANARMAZ
(1) Sim (2) Nao
20. Qual a topografia da sua propriedade? (1) alto (2) baixo (3) misto TOPO
21. Qual a umidade do solo nos piquetes dos animais? (1) seco (2) umido UMISOL
23. Onde os animais permanecem a noite? ANINOIT
(1) estdbulo (2) mangueira (3) campo (4) piquete
24. Este local é Umido? (1) sim (2) ndo LOCuUMI
25. Os animais sdo vacinados contra a leptospirose? (1) Sim (2) Ndo VACLEP
Se sim, qual a vacina?
26. Qual o sistema de reproduc¢do dos animais? SISREP
(1) monta natural (2) inseminacéo (3) ambos
27. Tem aborto na propriedade? (1) sim (2) ndo ABORTO
28. Natimortos? (1) Sim (2) Ndo NATI
29. Retorno ao cio? (1) Sim (2) Nao Cclo
30. Manifestacdes clinicas MANCLIN

(1) ictericia (2) hemorragia (3) manifesta¢Oes oculares (4) anemia (5) perda de peso (6)

anorexia (7) diminuicdo na lactacdo (8) outros




