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Investigac¢do sorolégica, molecular e anatomopatolégica
para leptospirose em ovinos (Ovis aries) procedentes de
um biotério de criacgao

Serological, molecular and pathological investigation for leptospirosis in ovines (Ovis aries) coming
from a vivarium creation
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RESUMO

O presente trabalho relata um surto de leptospirose ocorrido no plantel de ovinos criados com finalidade
de fornecimento de sangue aos laboratérios para producéo de meios de cultivos e de testes de fixacGo de
complemento. Foram realizadas andlises sorolégica, molecular e histopatolégica. A andlise sorolégica foi realizada
em 12 amostras utilizando o teste de soroaglutinacdo microscépica com ponto de corte 100, para os sorovares
Leptospira Bataviae, L. Javanica, L. Panama, L. Hebdomadis, L. Castellonis, L. Icterohaemorrhagiae, L. Pyrogenes,
L. Cynopteri, L. Serjoe, L. Australis, L. Wolffi, L. Copenhageni, L. Autumnalis, L. Pomona e L. Tarassovi. O exame
anatomopatolégico foi realizado somente em um dos animais, o qual foi encontrado morto e as andlises
moleculares foram realizadas no sangue e na urina utilizando a técnica do gPCR. Foram reagentes ao diagnéstico
sorolégico 50% dos animais, sendo identificados os sorovares L. Copenhageni (1/100 e 1/200), L. Castellonis
(1/200 e 1/200), L. Icterohaemorrhagiae (1/200) e L. Cynopteri (1/200). O animal necropsiado apresentou
hemorragia, ictericia e hemoglobintria. A andlise molecular demonstrou trés animais positivos em amostras de
sangue e dois animais positivos em amostras de urina, ndo havendo positividade concomitante para um mesmo
animal. A identificaco dos sorovares Icterohaemorrhagice e Copenhageni sugere a necessidade de estudos,
visando o isolamento do agente na regido e a caracterizacdo de sua patogenicidade, visto que no Brasil estes sdo os
principais agentes etiolégicos dos casos de leptospirose em humanos.
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INTRODUCAO domésticos e selvagens. Atualmente sdo conhecidas
14 espécies patogénicas, sendo a mais importante
L. interrogans'. SGo mantidas na natureza principalmente
nos mamfferos, embora 4 tenham sido isoladas de
répteis, anfibios, peixes, pdssaros e invertebrados. Estes
animais podem se tornar portadores das leptospiras,
albergando-as no aparelho urindrio e eliminando-as
pela urina para o meio ambiente, constituindo fonte
de infeccdo para animais suscetiveis’. Os principais

A leptospirose é uma antropozoonose causada
por bactérias do género Leptospira spp., que possui
ocorréncia em dreas urbanas e rurais. E uma doenca
que acomete o homem e a grande maioria dos animais

Correspondéncia / Correspondence / Correspondencia: reservatérios sGo os animais sinantrépicos domésticos e
Liliane Almeida Carneiro selvagens como Raftus norvegicus (ratazana ou rato de
Instituto Evandro Chagas/SVS/MS esgoto), Rattus rattus (rato de telhado ou rato preto) e
EOE?)OYSK;OB?TO?JSOM 7A§g;deOe':§Ptergl%::s'ﬁ Mus musculus (camundongo ou catita). Além de outros
Tel.: +55 (91) 3213-0469 reservatérios de importancia como os caninos, suinos,
E-mail: lilianecarneiro@iec.pa.gov.br bovinos, equinos, ovinos e caprinos®. Segundo Ellis*, uma
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grande quantidade de informacéo tem sido publicada a
respeito da doenca em bovinos; porém pouco se sabe
sobre a leptospirose nos pequenos ruminantes.

Os animais domésticos menos suscetiveis sdo
os ovinos, no entanto, sofrem com a infeccdo das
leptospiras, com evolugdo assintomdtica, em muitos
casos, podendo, &s vezes, ocorrerem surtos da doenca
com abortamento e até morte®.

Santa Rosa e Castro® relataram pela primeira vez,
no Brasil, a infeccGo por Leptospira sp. em ovinos
no Estado de Séo Paulo, onde foi encontrada uma
prevaléncia de 34%.

Diferentes métodos laboratoriais podem confirmar
o diagnéstico, seja baseado na deteccdo de
anticorpos, ou por métodos que revelam a presenca
do microrganismo ou do seu dcido nucleico’®?. A
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) considera o
teste de soroaglutinacdo microscédpica (SAM) com
antigenos vivos como padrdo ouro para o diagnéstico
da leptospirose'®. A Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) permite amplificar quantidades minimas de
DNA de Leptospira spp. em diversos tipos de amostras
biolégicas™!'. Alguns casos de leptospirose clinicamente
aparentes em ovinos tém sido associados principalmente
as sorovariedades Pomona'?, Ballum, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Sejroe'® e Hardjo*.

O Unico que pode utilizar tecidos formolizados
¢ o exame histopatolégico (renais, placentérios,
pulmonares, hepdticos em casos de aborto), possuindo
como desvantagem uma baixa sensibilidade e
incapacidade de detectar a sorovariedade infectante'.

O presente estudo relata um surfo de leptospirose
ocorrido no plantel de ovinos, criados com finalidade
de fornecimento de sangue aos laboratérios para
producéo de meios de cultivos e de testes de fixagdo de
complemento.

MATERIAIS E METODOS

O estudo (parecer CEUA/IEC n° 001/2014) relata
a ocorréncia de surto de leptospirose na criacdo de
ovinos do biotério da Secdo de Criacdo e Producdo
de Animais de Laboratério do Instituto Evandro Chagas
(IEC), 6rgdo vinculado & Secretaria de Vigilancia em
Sadde do Ministério da Satde (MS). A criacéo ficava
na proximidade de uma drea de mata preservada e
possuia em seu entorno uma drea residencial, o que
facilitou a atracdo de roedores, tanto silvestres quanto
sinantrépicos, devido & disponibilidade de restos
alimentares na drea de criacéo.

Somente apés a morte de um exemplar dos
ovinos e de um abortamento no més anterior ao
bbito resolveu-se proceder as investigacdes clinicas e
laboratoriais sobre a causa mortis e do abortamento
dos animais, no entanto os outros exemplares eram
clinicamente assintomdticos.

Os  espécimes clinicos  avaliados  incluiram
amostras de sangue (n = 12) e urina (n = 9) dos 13
animais suspeitos. O diagnéstico da enfermidade foi
realizado por meio de andlise sorolégica, molecular

e histopatolégica; o teste de Soroaglutinacdo
Microscépica  (SAM)  foi  realizado conforme as
recomendacées do MS e da OMS®''. As amostras
foram testadas com diluicdo variando de 1:100 até
1:6.400 e foram utilizados os seguintes sorovares
para a prova de SAM: Australis, Autumnalis, Bataviae,
Castellonis, Copenhageni, Cynopteri, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona,
Pyrogenes, Sejroe, Tarassovi e Wolffi.

O DNA das diferentes amostras foi extraido
com o kit comercial QlAamp® DNA Mini Kits
(QIAGEN, Austrdlia), de acordo com as instrucées
do fabricante. Aliquotas de 200 ul de d&gua ultrapura
foram usadas como confroles negativos em cada
procedimento de extracio de DNA. Os ensaios
de PCR quantitativa em tempo real (qPCR) foram

realizados de acordo com Stoddard et al’®>, com
algumas modificacées. A deteccGo de leptospiras
foi realizada pelo gene [ipl32, presente apenas
em espécies patogénicas, para amplificacdo do

fragmento liplL32 (242 pb) foram utilizados iniciadores
LipL32-45F  (5-AAGCATTACCGCTTGTGGTG-3) e
LipL32-286R (5'-GAACTCCCATTTCAGCGATT-3)),
em conjunto com a sonda de hidrélise LipL32-189P
(5'-FAM-AAAGCCAGGACAAGCGCCG-MGB-3').
As amplificacdes foram realizadas no equipamento
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems®),
utilizando o sistema TagMan® PCR Master Mix (Applied
Biosystems®). As reacdes foram executadas em duplicata
para testar a reprodutibilidade do teste. Um controle
negativo (dgua) e um positivo (L. Icterohaemorrhagiae)
foram incluidos em todas as corridas de amplificacéo.

O exame anatomopatolégico  pés-morte  foi
realizado somente em um Unico animal, o qual foi
encontrado morto, procedendo com o registro descritivo
e documentacéo cadavérica. Apds ser necropsiado, o
cadéver foi acomodado em saco pldstico adequado e
encaminhado para incineragdo. Devido ao seu estado
de autélise post-mortem nédo foram colhidas amostras
biolégicas para realizacdo de exames complementares.

RESULTADOS

De 13 animais testados, cinco (38,4%) foram
positivos por meio do gPCR utilizando amostras de
sangue e urina e seis animais dos 12 tfestados pela
SAM (50%) reagiram para um ou mais sorovares da
Leptospira spp. Dentre os animais soro reagentes, o
sorovar Castellonis foi o mais frequente com trés soros
reagentes (1/200 - 25%), seguido pelo Copenhageni
com dois soros reagentes (1/100 e 1/200 - 16,6%)
e um soro reagente ao sorovar Icterohaemorrhagiae
(1/200 - 8,3%) e um reagente ao sorovar Cynopteri
(1/200 - 8,3%).

Um animal apresentou sororreatividade a dois
sorovares, Castellonis (1/200) e Cynopteri (1/200). A
andlise molecular detectou trés animais positivos em
amostras de sangue (23%) e dois animais positivos em
amostras de urina (22,2%), ndo havendo positividade
concomitante em um mesmo animal enfre os espécimes

clinicos (sangue e urina) segundo a andlise molecular
(Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 — Resultados moleculares e sorolégicos em amostras de sangue em ovino procedente de biotério de

criac@o, com suspeita de leptospirose

Animal Espécime clinico qPCR (Sinal) qPCR (CY) Imunoensaio (SAM) Sorovar Titulo
1 Sangue Nao detectdvel - Reagente Castellonis 200
2 Sangue Detectavel 20,06 Néo reagente
3 Sangue Detectavel 24,21 Sem amostra Sem amostra
4 Sangue Néo defectdvel - Reagente Castellonis 200
5 Sangue Néo detfectdvel - Né&o reagente
6 Sangue Néo defectdvel - Né&o reagente
7 Sangue Néo detfectdvel - Reagente Copenhageni 100
8 Sangue Néo detectdvel - Reagente Icterohaemorrhagiae 200
9 Sangue Néo defectdvel - Néo reagente
10 Sangue Néo defectdvel - Néo reagente
11 Sangue Detectével 28,40 Reagente Copenhageni 200
12 Sangue Néo detectdvel - Reagente Castellonis, Cynopteri 200
13 Sangue Néo detectdvel - Néo reagente
Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento.
Tabela 2 — Resultados moleculares em amostras de No exame anatomopatolégico pos-morte,

urina em ovino procedente de biotério de
criacdo, com suspeita de leptospirose

Animal Espécime clinico qPCR (Sinal) qPCR (CY)

1 Urina Néo detectdvel -
2 Urina Sem amostra Sem amostra
3 Urina Sem amostra Sem amostra
4 Urina Néo detectdvel -
5 Urina Sem amostra Sem amostra
6 Urina Sem amostra Sem amostra
7 Urina Néo detectdvel -
8 Urina Detectavel 25,89
9 Urina Detectavel 22,69

10 Urina Néo detectdvel -

11 Urina Néo detectdvel -

12 Urina Néo detectdvel -

13 Urina Néo detectdvel -

Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero néo resultante de
arredondamento.

Para o qPCR tivemos uma amostra (Animal 2) que
apresentou "threshold cycle" (Ct) 20,06, porém ao SAM
foi ndo reagente, uma segunda amostra (Animal 3) que
apresentou Ct 24,21, porém a amostra encaminhada
estava hemolisada e ndo foi possivel realizar a SAM e
uma terceira amostra (Animal 11) que apresentou Ct
28,40 e resultado ao SAM o soro reagente ao sorovar

Copenhageni (1/200) (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados moleculares em amostras de
sangue em ovino procedente de biotério
de criacéo, com suspeita de leptospirose

Identificacdo do Animal SAM Sorovar qPCR (CY)
2 Néo reagente 20,06
3 Néo realizada 24,21
11 Reagente Copenhageni 28,40

observou-se que o animal apresentava boa condicdo
corporal, além de sangramento nasal bilateral
(Figura 1), sangue fluindo pela cavidade nasal e fezes
com sangue no orificio anal (Figura 2). No exame
interno, iniciado a partir da incisdo mento-pubiana
e rabatimento da pele, foi evidenciado edema na
regido dorsal. A gordura do subcutGneo mostrou-se
de coloracGo amarelada (ictérica) (Figura 3). Na
abertura da cavidade tordcica evidenciou-se pequena
quantidade de liquido de aspecto translicido; no
corago observou-se hemorragias epicdrdicas, j& com
embebicdo hemolitica (post-mortem). Na abertura da
cavidade abdominal, o omento também possuia uma
coloracéo amarelada (ictericia); o figado estava bastante
autolisado com coloracéo amarelo-acastanhado; o baco
mostrou leve aumento de tamanho (esplenomegalia)
e os rins uma coloracGo mais escurecida (congest@o)
(Figura 4). A bexiga apresentava baixo volume urindrio
com coloracdo escurecida (aspecto marrom escuro).

Foto: Washington Luis Assuncéo Pereira

Figura 1 — Ectoscopia necroscépica de ovino procedente de
biotério de criago com suspeita de leptospirose,
apresentando sangramento nasal bilateral
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Foto: Washington Luis Assuncéo Pereira

Figura 2 — Fezes escuras presentes na regido perianal de ovino
procedente de biotério de criacdo, com suspeita de
leptospirose

Foto: Washington Luis Assuncéo Pereira

Figura 3 — Cavidade abdominal. Gordura mesentérica de cor
amarelada (ictérica) de ovino procedente de biotério
de criacdo, com suspeita de leptospirose

Foto: Washington Luis Assuncéo Pereira

Figura 4 —Rins apresentando difusamente cor avermelhada
(congest@o), em ovino procedente de biotério de
criacdo, com suspeita de leptospirose

DISCUSSAO

Os ovinos podem ser portadores e eliminadores
da bactéria na urina por um tempo prolongado.
Essa eliminacdo pode constituir um  problema
zoondtico para todos que entrarem em contato
com o animal'®'1® A leptospirose é um problema
ocupacional, pois pesquisas de isolamentos que foram
conduzidas em diversos paises t&m demonstrado a
importadncia dos ovinos na epidemiologia da doenca,
principalmente em relacdo & satde publica’'é.

Existem  pesquisadores que apontam  possiveis
resisténcias dos ovinos & doenca®'?, porém outros relatam
surtos de leptospirose aguda com perdas significativas,
especialmente em animais jovens, caracterizados
por febre alta, hemoglobiniria, anemia hemolitica,
ictericia, hematiria e, em alguns casos, morte'?'82°,

Houve a identificacdo dos sorovares Copenhageni
e Icterohaemorrhagiae, que s@o os principais agentfes
etiolégicos dos casos de leptospirose em humanos
no Brasil, confirmando o papel do rato doméstico
como o principal reservatério, uma vez que o Raftus
rattus e o Rattus norvegicus sdo os reservatorios mais
comuns desses sorovares®, destacando desta maneira
a importéncia dos programas de controle de roedores
junto & area de criacdo. Alguns inquéritos sorolégicos
realizados no Brasil encontraram esses dois sorovares
como um dos mais frequentes® 22223242526

O predominio da reatividade ao sorovar Castellonis
concorda com citacbes de outros autores?’’ e demonstra
que também foi um dos mais frequentes em ovinos®!42827,

H& escassas informacées na literatura sobre a
prevaléncia do sorovar Cynopteri em ovinos. Este
sorovar foi identificado infectando ovinos de fazendas
em outros paises, como Portugal, nas llhas Antilhas,
[talia e Sud@o®30318233 No Brasil, Carvalho?, detectou
o sorovar em um estudo realizado durante abate
em feiras livres no Municipio de Teresina, Estado do
Piaui. No Estado do Pard pouco se conhece sobre a
soroprevaléncia da leptospirose em ovinos.

Diferentemente de outros autores!'834353¢ que

afirmam que a leptospira sorovar Hardjo é uma
das mais prevalentes nos plantéis e ou rebanho de
ovinos, ndo houve a identificacdo deste neste estudo,
mostrando que o diagndstico de sorovares infectantes
para ovinos pode variar dependendo da regido.

As respostas sorolégicas que foram observadas,
podem significar exposicéo natural & infeccdo, visto que

a vacinacdo n&o é preconizada na criacdo de ovinos
utilizados em pesquisa biomédica.

As diferencas e os resultados encontrados em outros
trabalhos podem ser atribuidos a fatores metodolégicos
como ponto de corte, modalidade de teste e colecdo de
antigenos empregados, todavia ndo se pode excluir a
hipétese do aumento da disseminacéo de um determinado
sorovar na dependéncia de fatores ambientais ligados
ao manejo e a movimentacdo de animais?'.

Um grande nimero de artigos publicados demonstra
a utilidade da PCR em tempo real relacionada &
drea microbiolégica®. A PCR em tempo real é uma
metodologia atrativa  na  substituicho da  cultura
convencional e dos ensaios baseados em antigenos,
devido sua elevada sensibilidade e especificidade,
associada a um curto tempo para a liberacdo dos
resultados e facilidade de realizacdo da técnica. Além
disso, é uma técnica capaz de quantificar o gene alvo
produzido a cada ciclo.

Mesmo com apenas uma amostra com detecgéo do
Ct e ndo reagente no SAM, percebemos que hd uma
vantagem do gPCR em relagdo ao SAM, ndo havendo
necessidade de soroconversao (titulo de 1:100 ou mais)



para que a leptospirose possa ser diagnosticada. Esta
deteccdo precoce é extremamente importante para que
medidas de controle sejam providenciadas.

Sdo necessérios o isolamento e identificacdo dos
sorovares circulantes nos rebanhos e/ou plantéis,
objetivando ndo somente avaliar sua adaptacdo e

da doenca®, no entanto, no presente estudo, néo foi
possivel realizar a andlise histopatolégica dos tecidos,
devido ao avancado estado autolisado dos mesmos.

CONCLUSAO

Constatou-se que na criagdo 50% de animais eram

interacdo com as condicdes de manejo e ambiente, mas
também para definir quais sorovares é mais prevalente
em determinada regido, investigar a patogenicidade e
decidir a incorporacao destes nas vacinas nacionais.

reagentes & SAM, com a identificacdo dos sorovares
Icterohaemorrhagice e Copenhageni, o que sugere a
necessidade de estudos visando o isolamento do agente
na regido e a caracterizacdo de sua patogenicidade,
uma vez que no Brasil estes sGo os principais agentes
etioldgicos dos casos de leptospirose em humanos.

Com relac@o aos achados de necropsia tém-se as
alteracdes macroscédpicas que incluem graus varidveis
de ictericia, hemorragia e anemia, além da presenca
de sangue na urina. Em alguns animais, os rins podem
estar aumentados e com hemorragias petequiais na
sua superficie'?. Este fato ocorre devido & preferéncia
que as leptospiras &m pelos rins, nos quais provocam
lesdes severas. Nas lesdes renais tibulo-intersticiais
sGo consideradas as alteragdes patoldgicas bdsicas

A criacdo de animais de producdo utilizados em
pesquisa biomédica deve obedecer as recomendacdes
de criacdo de animais de laboratério, para evitar
entrada de animais invasores transmissores de
patégenos como leptospiras. Sendo assim, optou-se
pela eutandsia de todo o plantel.

Serological, molecular and pathological investigation for leptospirosis in ovines (Ovis
aries) coming from a vivarium creation

ABSTRACT

The current paper reports an outbreak of leptospirosis in sheep production created with the purpose of blood supply to
laboratories for production of growth medium and complement fixation test. Serological, molecular and histopathological
analyses were performed. Serologic analysis was performed on 12 samples using the microscopic agglutination test
with cutoff point of 100 for the serovars: Leptospira Bataviae, L. Javanica, L. Panama, L. Hebdomadis, L. Castellonis,
L. Icterohaemorrhagiae, L. Pyrogenes, L. Cynopteri, L. Serjoe, L. Australis, L. Wolffi, L. Copenhageni, L. Autumnalis,
L. Pomona e L. Tarassovi. Anatomopathological examination was performed on only one animal, which was found dead
and molecular analyzes were performed in its blood and urine using the gPCR technique. 50% of those animals were
reagents to the serological diagnosis, being identified the serovars: L. Copenhageni (1/100 e 1/200), L. Castellonis
(1/200 e 1/200), L. Icterohaemorrhagiae (1/200) e L. Cynopteri (1/200). The necropsied animal presented bleeding,
jaundice and hemoglobinuria. Molecular analysis showed three positive animals in blood samples and two positive
animals in urine samples, with no concomitant positivity for each animal. The identification of Icterohaemorrhagice and
Copenhageni serovars suggests the need for studies aiming the agent isolation in the Brozilian Amazon Region and
characterization of its pathogenicity since in Brazil these are the main etfiologic agents of leptospirosis cases in humans.

Keywords: Leptospira; Sheep; Vivarium.

Investigacion serolégica, molecular y anatomopatolégica para leptospirosis en ovinos
(Ovis aries) procedentes de un bioterio de cria

RESUMEN

El presente trabajo relata un brote de leptospirosis que tuvo lugar en el plantel de ovinos criados con la finalidad
de proveer sangre a los laboratorios para producir medios de cultivos y de pruebas de fijacién de complemento. Se
realizaron andlisis serolégico, molecular e histopatolégico. El andlisis serolégico se hizo en 12 muestras utilizando la
prueba de seroaglutinaciéon microscédpica con punto de corte 100, para los serovares Leptospira Bataviae, L. Javanica,
L. Panama, L. Hebdomadis, L. Castellonis, L. Icterohaemorrhagiae, L. Pyrogenes, L. Cynopteri, L. Serjoe, L. Australis,
L. Wolffi, L. Copenhageni, L. Autumnalis, L. Pomona y L. Tarassovi. El examen anatomopatolégico se realizé en solamente
uno de los animales, el cual fue hallado muerto y los andlisis moleculares se hicieron en sangre y orina utilizando la
técnica de PCR. Fueron reactivos al diagnéstico serolégico 50% de los animales, siendo identificados los serovares
L. Copenhageni (1/100 y 1/200), L. Castellonis (1/200 y 1/200), L. Icterohaemorrhagiae (1/200) y L. Cynopteri
(1/200). En la necropsia el animal presenté hemorragia, ictericia y hemoglobinuria. El andlisis molecular demostré
tres animales positivos en muestras de sangre y dos animales positivos en muestras de orina, no surgié positividad
concomitante para un mismo animal. La identificacién de los serovares Icterohaemorrhagiae y Copenhageni sugiere
la necesidad de estudios, con el objetivo de aislar el agente en la regién y la caracterizacién de su patogenicidad,
teniendo en vista que en Brasil estos son los principales agentes etiolégicos de los casos de leptospirosis en humanos.

Palabras clave: Leptospira; Ovinos; Bioterio.
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