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A. RESUMO

Em virtude da importancia econémica da Leptospira spp. e Brucella abortus para a saude
publica, e da auséncia de dados referentes a soroprevaléncia da leptospirose e brucelose para
bovinos de corte consumidos no Estado, neste trabalho objetivou-se estimar a prevaléncia de
anticorpos anti-Leptospira spp. e anti-Brucella abortus em bovinos abatidos em matadouro
publico no Estado de Pernambuco. 412 amostras de sangue de bovinos foram colhidas apds
venosseccao dos grandes vasos do pescoco, durante a sangria, e encaminhados ao Laboratério
de Bacteriologia do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco para obtencdo do soro. Estes foram processados no Laboratdrio Agropecuario
Nacional de Pernambuco, de acordo com metodologia oficial. Para a detec¢do de anticorpos
anti-Leptospira spp. foi utilizada a Técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM). As
amostras foram diluidas 1:50 e submetidas a triagem com 27 sorovares de Leptospira spp.,
sendo positivas aquelas com titulo igual ou superior a 100 com 50% ou mais de Leptospira
spp. aglutinadas. A triagem dos anticorpos anti-Brucella abortus foi realizada com o Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), a fim de identificar possiveis amostras reagentes ao Teste de
Fixacdo do Complemento (TFC). A andlise estatistica das amostras foi realizada através da
analise descritiva das mesmas. Para Leptospira spp., das 412 amostras testadas, 55 foram
positivas (MAT > 1:100), resultando em uma soroprevaléncia de 13,3% (95% IC = 10,1% e
16,6%). Animais soropositivos foram provenientes de 20 dos 24 municipios de origem, sendo
muitos sorovares de Leptospira spp. identificados. Dos sorovares pesquisados, 16 foram
detectados: Shermani (25,5%), Wolffi (14,5%), Hebdomadis (10,9%), Grippotyphosa (9,1%),
Canicola (7,3%), Saxkoebing (5,5%), Bratislava (5,5%), Copenhageni (3,6%), Hardjo (3,6%),
Djasiman (3,6%), Icterohaemorrhagiae RGA (1,8), Icterohaemorrhagiae ICTERO n° 1 (1,8),
Serjoe (1,8%), Panama (1,8%), Pyrogenes (1,8%) e Patoc (1,8%). Totalizando as amostras
analisadas, 0 (0%) foi reagente ao TFC. Diante dos resultados, conclui-se que apesar de ndo
haver bovinos brucelicos, os animais avaliados representam risco a saude publica, devido a

possibilidade das pessoas adquirirem a leptospirose através deles.

Palavras-chave: Brucelose. Leptospirose. Doenga zoonotica
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B. ABSTRACT

Given the economic impact with health public caused Leptospira spp and Brucella abortus,
and absence prevalence of Leptospirosis and brucellosis in beef cattle in Pernambuco State,
the purpose this work was to estimate the prevalence of anti-Leptospira spp. and anti-Brucella
abortus in cattle slaughtered in abattoir public in the Pernambuco State. 412 animal’s blood
samples were collected after section of the great vessels of the neck during bleeding, and
serum obtained in Bacteriology Laboratory University of Course of Medicine Veterinary of
Universidade Federal Rural de Pernambuco. These were processed at Laboratorio Nacional
Agropecuério de Pernambuco, according to official methodology. For detect antibodies anti-
Leptospira spp. was used the Microscopic Agglutination Test (SAM). The samples were
diluted 1:50 and screening with 27 Leptospira spp. Were positive serum with titer equal or
more than 100, Leptospira spp. agglutination equal or more than 50%. Screening of Brucella
abortus was performed with Buffered Acidified Antigen (AAT) in order to identify possible
reagent samples to test Complement Fixation Complement (TFC). The statistical analysis of
the samples was performed by descriptive analysis of them. For Leptospira spp., of the 412
samples tested, 55 were positive (MAT> 1:100), resulting in a seroprevalence of 13.3% (95%
Cl =10.1% and 16.6%). Positive animals were from 20 of the 24 counties of origin. Of the 24
serovars studied, 16 were detected: Shermani (25.5%), Wolffi (14.5%), Hebdomadis (10.9%),
Grippotyphosa (9.1%), Canicola (7.3%), saxkoebing ( 5.5%), Bratislava (5.5%), Copenhagen
(3.6%), Hardjo (3.6%), djasiman (3.6%), Icterohaemorrhagiae RGA (1.8),
Icterohaemorrhagiae Icteria No. 1 (1.8), Serjoe (1.8%), Panama (1.8%), Pyrogenes (1.8%) and
Patoc (1.8%). The antibodies anti-Brucella abortus were not detected, giving a prevalence of
0%. Although there are not cattle with brucellosis, the animals evaluated offer risk for health
public, because the people have chance to acquire Leptospirosis through them.

Keywords: Brucellosis. Leptospirosis. Zoonotic disease.
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1. INTRODUCAO

Na pecuéria bovina de corte, 0 manejo reprodutivo € um dos principais aspectos
responsaveis pelo desempenho econdémico da atividade. Os problemas gerados representam
uma preocupagdo constante para promotores de salde animal, pois sdo complexos e
apresentam varias causas, inclusive aquelas relacionadas a processos infecciosos zoonoticos
(OLIVEIRA, 1999).

Como os disturbios da reproducdo de origem infecciosa em bovinos sdo
multietioldgicos, diferentes microrganismos podem atuar de forma isolada, ou mais
frequientemente em associacdes (JUNQUEIRA et al., 2006). Neste contexto, varios inquéritos
soroldgicos realizados no Brasil foram realizados e os resultados demonstraram altos
percentuais de animais infectados. Dentre os microrganismos identificados, destacam-se a
Brucella abortus e Leptospira spp. Ambas geram prejuizos e implicacbes ao comércio
internacional de animais e produtos derivados, além de apresentarem carater zoonoético
(PRESCOTT etal., 1988).

A Dbrucelose tem génese estreitamente associada ao manejo das criagdes, incluindo a
de bovinos (TENORIO et al., 2005), sendo as perdas econdmicas decorrentes da diminuicio
na producdo de proteina de alta qualidade (carne e leite), da limitacdo da comercializacdo de
animais infectados e dos seus produtos, além dos custos resultantes da infeccdo humana
(FERREIRA NETO, 1998). Os humanos tornam-se vulvenaveis & brucelose & medida que
mantém contato com os animais doentes e apresentam determinados habitos alimentares,
sendo a incidéncia maior nos paises onde ndo ha o controle da enfermidade. Ela pode
acometer tanto aquelas pessoas que compdem o grupo ocupacional de risco, incluindo
tratadores, veterinarios e laboratoristas, quanto as que ingerem produtos lacteos e carnes mal
cozidas provenientes de animais brucélicos ou que se alimentam com agua de cisternas e
legumes crus contaminados com excrementos de animais doentes. Desta forma, a infeccéo
gera sérias conseqliéncias para a salude publica, em decorréncia da inabilidade temporéria das
pessoas ao trabalho, recuperacéo lenta dos suscetiveis, tratamentos demorados e das sequelas
fisicas, principalmente no aparelho locomotor e sistema nervoso central (PESSEGUEIRO et
al., 2003; RAMOS et al., 2008).

Para a espécie bovina a leptospirose assume grande importancia econdmica, pois afeta
profundamente a producéo de alimentos nobres como carne, leite e couro. E considerada uma

doenca sazonal de carater zoondtico, bastante incidente em paises de clima tropical e
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subtropical, onde elevadas temperaturas e indices pluviométricos agem favorecendo a
sobrevivéncia do microrganismo (SOUZA et al, 1988; GONCALVES, 2005). Nos seres
humanos, o impacto reflete-se no alto custo do tratamento e mortes (OLIVEIRA e NETO,
2007). De longa data, a leptospirose humana tem sido associada a profissdo do paciente,
atribuindo-se a enfermidade um carater de doenca ocupacional de pessoas que lidam
diretamente com animais suscetiveis, tais como tratadores, magarefes e veterinarios, cuja
letalidade pode chegar a 20% (BRASIL, 1995).

Dados de notificacGes oficiais do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), indicam que a prevaléncia de animais brucélicos se manteve entre 4 e 5%, no
periodo de 1989 e 1998, sugerindo esta doen¢a como uma das principais causas de aborto nos
bovinos (BRASIL, 2006). Entretanto, para a leptospirose ndo existem dados nacionais oficiais
de prevaléncia, mas as pesquisas demonstram que a doenca é cosmopolita e apresenta taxas
variaveis.

Tendo em vista a importancia econdémica da Brucella abortus e Leptospira spp. para a
salde publica, € importante a realizacdo de estudos incipientes que resultem em dados da
prevaléncia de anticorpos anti-Brucella abortus e anti-Leptospira spp. em bovinos de corte

abatidos em matadouro publico no Estado de Pernambuco.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Estimar a prevaléncia de anticorpos anti-Brucella abortus e anti-Leptospira spp. em

bovinos abatidos em matadouro publico no estado de Pernambuco.

2.2 ESPECIFICOS

e Identificar os sorovares de Leptospira spp. mais prevalentes em bovinos abatidos no

estado de Pernambuco;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Brucelose

A histéria da brucelose tem forte associagdo com a medicina militar (PAULIN e
FERREIRA NETO, 2008). Em 1751, Cleghorn, cirurgido do exército britnico servindo na
ilha de Minorca, Espanha, descreveu casos de uma doencga com sinais semelhantes aos citados
por Hipocrates no ano de 460 a.C. (EVANS, 1950). Porém foi em 1859 que Marston, também
cirurgido do exército britanico, quem caracterizou a enfermidade como entidade nosoldgica
autdbnoma, quando a adquiriu na Ilha de Malta, situada ao sul da Sicilia, Italia, relatando, pela
primeira vez, uma “febre géastrica renitente” como principal sintomatologia (PAULIN, 2006).

Em 1863, Marston aprimorou seus estudos e fez uma das mais minuciosas entre as
antigas descrigbes da referida bacteriose, mostrando a sua distribuicdo ao longo do
Mediterraneo. No entanto, considera-se que a enfermidade tenha sido oficialmente descrita
em 1887 por David Bruce. O médico inglés foi a Ilha de Malta estudar uma doenca febril que
acometia os soldados ingleses. Bruce isolou a bactéria do baco de um soldado que morrera
naquele local em conseqliéncia da doenca que grassava na base naval inglesa, denominada,
entdo, “Febre de Malta”. Baseando-se nas caracteristicas coloniais e microscépicas, ele
denominou a bactéria como Micrococcus melitensis (BIER, 1941; PAULIN, 2006). Dez anos
depois, Hughes, através dos achados clinicos e patoldgicos de 844 pacientes, denominou a
enfermidade como "febre ondulante” (HUGHES, 1897).

O primeiro isolamento do microrganismo em bovinos foi realizado por Stribolt e
Bang, em 1887, na Dinamarca, sendo denominado de Bacillus abortus bovis. Mais tarde, em
1895, o veterinario patologista e bacteriologista Benhard Bang, descreveu o agente causador
da moléstia no gado e o chamou de Bacillus abortus. Em 1905 Zammit concluiu que o leite
oriundo das cabras de Malta era a via de transmissédo da doenca para os humanos, fato que
levou a proibicdo do consumo do produto no reino Unido, em 1906. Em 1918, a médica Alice
Evans identificou a enfermidade em americanos, pela primeira vez, informando haver relacéo
intima do Bacillus abortus com o Micrococcus melitensis, concluindo que as bactérias
isoladas de caprinos, bovinos e humanos se assemelhavam, e que o Micrococcus melitensis
era, na verdade, um bacilo, e ndo um coco como originalmente descrito. Evans Também

sugeriu que 0 agravo passasse a se chamar brucelose em homenagem a Bruce. Dessa forma, o
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género Brucella foi criado em 1920, por Mayer e Shaw. Mas apenas em 1923 Huddleson
classificou 0 mesmo em espécies (RAMOS, 2007).

Em 1914, Danton Seixas diagnosticou clinicamente pela primeira vez a brucelose
bovina no Rio Grande do Sul. Porém o primeiro estudo referente no Brasil foi realizado por
Ticeniro Icibaci que, através de pesquisas epidemioldgicas e exames microscopicos de tecidos
provenientes de fetos abortados, descreveu um foco da enfermidade ocorrido no municipio de
Séo Carlos, SP, em 1922 (BRASIL, 1988).

No ano de 1933, Silvio Pinto propds testes em animais importados como forma de
impedir a disseminacdo da doenca no pais. Logo apds, em 1936, Desidério Finamor detectou
a brucelose bovina pela primeira vez no Rio Grande do Sul pelo sorodiagndstico. Mello, em
1950, relatou a disseminacdo da brucelose bovina por todo o pais apontando para uma
prevaléncia de 10 a 20%, sendo que os indices mais altos estavam nas regides leiteiras do Rio
Grande do Sul, S&o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (PAULIN e FERREIRA NETO,
2002).

Como consequéncia, varios estudos soroldgicos foram conduzidos no Brasil entre
1950 e 1974. E, em 1975, o Ministério da Agricultura realizou o primeiro inquérito soroldgico
nacional (PAULIN e FERREIRA NETO, 2003). Naquele ano foi estimada a porcentagem de
bovinos soropositivos em 4% na Regido Sul, 7,5% na Regido Sudeste, 6,8% na Regido
Centro-Oeste, 4,1% na Regido Norte e 2,5% na Regido Nordeste (BRASIL, 2006).

Em 1976, o Ministério da Agricultura criou a Portaria n® 23 contendo medidas
regulamentadas para a profilaxia da brucelose animal, prevendo a notificacdo de focos, a
eliminacgdo dos positivos e a vacinagio de fémeas entre trés e oito meses de idade. As normas
contidas nesse documento estdo em vigéncia até hoje, mas nao institui a obrigatoriedade no
combate a doenca (BRASIL, 1976). Dados mais recentes de notificacdes oficiais do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), indicam que a prevaléncia de
animais soropositivos para a brucelose se manteve entre 4 e 5%, no periodo de 1989 e 1998.
Em janeiro de 2001, o MAPA, verificando a ineficacia das medidas até entdo adotadas, langou
0 Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose — PNCEBT
(BRASIL, 2006). O PNCEBT, quando instituido, teve como base duas vertentes: a vacinacdo
de fémeas bovinas em idade propicia, bem como o abate de animais que estariam infectados
(FERREIRA, 2008).

A infeccdo nos bovinos pode ocorrer através da Brucella abortus, B. melitensis e B.
suis, (CORBEL et al., 2006; OIE, 2008a), sendo antigenicamente classificadas como lisas ou

classicas, assim como a B. maris (CORBEL, 1997). As espécies rugosas sdo a B. ovis, B.
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canis e a B. neotomae (METCALF et al., 1994). De acordo com Paulin e Ferreira Neto (2008)
pode haver reagdo cruzada entre as bactérias do mesmo grupo.

Morfologicamente e sorologicamente estes microrganismos sdo agrupados em bidtipos
(CORBEL et al., 2006). A B. abortus se subdivide em oito biovares (1, 2, 3, 4,5,6,9¢e a
estirpe vacinal B19), a B. melitensis em trés (1, 2, 3), a B. suis em cinco (1, 2, 3, 4 e 5) e B.
maris (1). Ao contrario, o grupo das rugosas nao se subdivide (CORBEL, 1997; WHO, 2005).
O principal agente para bovinos é a B. abortus bi6tipo 1, presente no mundo todo, sendo o
mais prevalente também na América Latina. No Brasil, até 1985, foram confirmados os
bidtipos 1, 2 e 3 para esta especie (GARCIA-CARRILLO, 1990). Porém, Minharro et al.
(2009), biotiparam amostras de bovinos com brucelose de varios estados do pais e
identificaram também os bidtipos 4 e 6. Para a distingdo dos biotipos infectantes da bactéria
sd0 necessarias quatro provas complementares: exigéncia de CO,, producdo de H,S,
sensibilidade aos corantes e aglutinagcdo por soros anti-A e anti-M (PESSEGUEIRO et al.,
2003). Aos homens, os biovares da B. abortus (1, 2, 3, 4, 5, 6, 9); B. melitensis (1, 2, 3), B.
suis (1, 2, 3, 4), B. canis e B. maris sdo as espécies infectantes (WHO, 2005), apesar de serem
considerados hospedeiros acidentais (LYRA, 1984).

Neste contexto, a B. abortus € o microrganismo mais referenciado como causa da
brucelose nos humanos, e também o mais predominante nos rebanhos (PAULIN, 2006),
independente das formas de criagéo, exploracéo e aptiddo (BRASIL, 1993). A prevaléncia nas
criacdes € variada e maior onde sdo realizadas compras para reposicdo dos animais do que
naqueles em que o sistema de criacao é fechado (NICOLETTI, 1998).

Geralmente, a remogédo dos animais infectados, a limpeza e a desinfec¢do de locais
contaminados e 0 vazio sanitario de no minimo dois meses sdo suficientes para evitar a sua
transmissdo (GRASSO-PAULIN, 2000). A capacidade de sobrevivéncia da Brucella spp. em
condicdes naturais é grande se comparada a de outras bactérias patogénicas ndo esporuladas,
sobretudo, em ambiente Umido ao abrigo da luz solar direta, pH neutro e em ambiente
contendo matéria organica. Se submetida a acdo de desinfetantes como produtos clorados
(2,5% de cloro ativo), solugdes de formaldeidos a 2% em temperatura ambiente acima de 15°
C ou compostos fendlicos a 2,5%, a bactéria é eliminada no prazo maximo de 15 minutos.
Alcool 70° destr6i prontamente a bactéria. Sob a agdo do carbonato de calcio (1:10) é
destruida em 30 minutos (PAULIN, 2003).

A enfermidade gera grandes prejuizos econdmicos a produtividade do plantel e
consequentemente & producdo nacional e as exportagfes (BOTELHO, 1999). Os Abortos

frequientes no terco final da gestagcdo, maior intervalo entre partos (RADOSTITIS et al., 2002)
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e a alta taxa de infertilidade temporaria e permanente que a brucelose provoca aos bovinos
resulta na eliminacdo de vacas valiosas. Algumas mortes ocorrem devido a inflamacéo do
miométrio que sobrevém da retencdo de placenta (CARDOSO, 2006).

A Brucella spp. apresenta um lipopolissacarideo (LPS) em suas membranas externas,
constituido de glicofosfolipidio denominado lipidio A (LA), que € uma endotoxina
responsavel pela patologia da doenca, um oligossacarideo central e, em sua porcao terminal,
apenas no caso das brucelas lisas, e a cadeia O (CO), homopolimero formado por cerca de
100 residuos de monossacarideo a-D-Rhap4Nfo (CORBEL, 1997). De acordo com Schurig
(1997), o CO é o sitio imunodominante da bactéria e o responsavel pelo desencadeamento da
maior parte da resposta imune humoral nas infec¢fes naturais e nas desenvolvidas apés a
vacinacdo com a B19. A ele também ¢ relacionada a aderéncia da bactéria as células do
hospedeiro, além da resisténcia aos fagocitos e protecdo contra as reacfes frente a anticorpos
e ao sistema complemento. Devido a essas particularidades, acredita-se que a CO seja
importante fator de interagcdo parasito-hospedeiro e que sua auséncia resulte em perda de
viruléncia (QUINN et al., 1994). Quatro epitopos estdo ligados ao CO: C/Y, C, Ae M, mas a
maioria dos anticorpos € produzida contra o epitopo C/Y e o hapteno NH, este ultimo ligado
ao LPS. Também aderido a ele esta o 4-amino-a,6-dideoximanose. Este aglcar é responsavel
pela reagdo antigénica cruzada com Escherichia coli 0:157; Salmonella 0:30;
Stenotrophomonas maltophilia; Vibrio cholerae 0:31 e Yersinia enterocolitica O/Y
(PAULIN e FERREIRA NETO, 2008).

A enfermidade no animal acarreta na producdo de imunoglobulinas dos is6topos IgM,
IgG1, 1gG2 e IgA, detectaveis no soro e leite bovinos. Ela se instala a partir da entrada da
Brucella abortus no organismo pelas mucosas oral, nasal, conjuntival, genital ou solucéo de
continuidade da pele. Em seguida o microrganismo é fagocitado pelos neutréfilos ou
macrofagos, podendo ou ndo ser destruido ou permanecer quiescentes por meses. Os que
sobrevivem multiplicam-se no interior dessas células, provocam bacteremia e invadem as
outras células do sistema reticuloendotelial dos linfonodos, bago, figado, medula 6ssea e
outros 6rgdos, formando nddulos granulomatosos que podem evoluir para abscessos, além do
surgimento de esplenomegalia, hepatomegalia e, as vezes, hiperplasia linféide (BISHOP,
1994). Nesta logica, a bactéria tem tropismo por aqueles tecidos com maior disponibilidade de
elementos que estimulem sua multiplicacdo. No caso dos bovideos, destacam-se os produtos
da degradacéo do eritritol, dos horménios esteroides (a prostaglandina PGF2a e o estradiol-
178) e de outros progestagenos (QUINN et al., 1994)
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Segundo Paulin (2003) o eritritol € um &lcool polihidrico de quatro carbonos que esta
presente no Utero gravidico, tecidos mamarios e Osteo-articulares e 0Orgdos do sistema
reprodutor masculino. A partir do quinto més de gestacdo nos bovinos, a concentracdo do
eritritol eleva-se atingindo niveis maximos proximo ao parto, estimulando a multiplicacédo da
bactéria de forma crescente. Na fémea, a infecgcdo deixa de ser latente geralmente no terco
final da gestacdo, quando o tecido cdrion-alantoideano estd bem desenvolvido e ha
disponibilidade dos metabdlitos. Neste periodo, a multiplicacdo da Brucella spp. € intensa e as
endotoxinas liberadas apds sua destruicdo geram lesdes na placenta, principalmente no tecido
cdrion-alantoideano, levando a processo inflamatdrio dos tecidos e &rgdos, causando
placentite necrdtica dos cotilédones e resultando no seu descolamento pela lise das suas
vilosidades. Essas lesbes comprometem a circulacdo materno-fetal, prejudicando sua
respiracdo e alimentacdo, podendo leva-lo a morte. Nos casos agudos da doenca, quanto
maior a necrose, maior a chance de ocorrer abortamento, Unico sintoma aparente na maioria
das infecgBes brucélicas. Por outro lado, quanto menos intensa a necrose maior sera a
deposicdo de fibrina e mais tardio o abortamento. Nesse caso, pode ocorrer a retencdo de
placenta, ou a gestacdo vir a termo, porém gerando produtos fracos que poderdo morrer em
alguns dias. O quadro pode evoluir para metrite ou endometrite crnica e consequente
subfertilidade, infertilidade ou esterilidade, com ou sem presenca de corrimento vaginal
(PAULIN e FERREIRA NETO, 2008).

A PGF2a e o estradiol-17p, de acordo com Smith et al. (1961), € produzida pelas
vilosidades do tecido cérion-alantoideano, composto principalmente por trofoblastos, e seu
rompimento permite que as bactérias acessem diretamente o feto (PAYNE, 1959). Cerca de
duas semanas ap0s a expulsdo do produto, quando o Utero entra em repouso e a bactéria migra
para outros orgdos ativos, como glandula mamaria e os linfonodos supramamarios, podem
ocorrer mastites cronicas sem lesdes aparentes ou mudancas das caracteristicas do leite
(BATHKE, 1988).

Nos machos, a bactéria se localiza preferencialmente nos érgdos do sistema
reprodutor, tais como testiculos, epididimos e ganglios sexuais, ocasionando inflamacé&o
destes, aumento do seu volume uni ou bilateral, provocando subfertilidade, infertilidade ou
esterilidade, levando a atrofia do Orgdo afetado, embora alguns animais que apresentem
cronicidade da infeccdo sejam assintomaticos (OMS, 1986; BRASIL, 2006). No aparelho
locomotor, causa infeccdes articulares levando a bursites, principalmente nas articulagdes
carpianas e tarsianas, além das espondilites, especialmente nas vértebras toracicas e lombares,
podendo também atingir a bainha dos tenddes (PAULIN, 2003).
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A bactéria é eliminada em grandes quantidades pelo animal infectado (ACHA e
SZYFRES, 2001). As principais vias de eliminacdo da Brucella abortus para o ambiente séo
0s envoltorios fetais, fetos e as descargas uterinas e vaginais de fémeas infectadas, bem como
agua, alimentos e fomites contaminados por esses materiais (RAMOS, 2007). Os touros
infectados normalmente ndo disseminam as bactérias mecanicamente, devido as barreiras
naturais presentes na vagina. Entretanto, o microrganismo pode ser transmitido pelo sémen
ndo testado, o qual, através das técnicas de inseminacao artificial, & depositado dentro do
utero da vaca (NASCIMENTO et al., 2008).

Um dnico bovino positivo a brucelose € considerado foco pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, cujas medidas de acdes sanitarias estdo contidas no
PNCEBT (BRASIL, 2006). Entretanto, aos humanos, ndo € obrigatoria a notificacdo de casos
isolados (BRASIL, 2005b), mesmo sendo conhecida a suscetibilidade do homem ao agente
etiologico (500 mil novos casos/ano/mundo), principalmente daquele que consome leite e
derivados ndo pasteurizados (YOUNG, 1995; LISGARIS, 2000) ou que trabalha com bovinos
como tratadores, médicos veterinarios, magarefes e laboratoristas (PAULIN e FERREIRA
NETO, 2008). A freqiiéncia é maior entre individuos do sexo masculino do que feminino, na
proporcdo de 5:1, além de mais predominante em adultos entre 20 e 50 anos (TENORIO et
al., 2005).

Estudos realizados por Buchanan et al. (1974), descreveram a brucelose humana
associada ao frigorifico nos Estados Unidos entre 1960 e 1972. Na Espanha, Sanches et al.
(1998) detectaram 33,00% de funcionarios de um frigorifico positivos a brucelose e com
sintomas sugestivos da doenca clinica. De acordo com os autores, o ambiente fechado, o alto
grau de umidade, a pouca ventilacdo e o0 uso de maquina de &gua de alta pressao para fazer a
limpeza do local, pode ter provocado a formacdo de aerossois dentro do frigorifico.
Barbuddhe et al. (2000), analisando soros de funcionérios de um frigorifico na India,
encontraram 25,50% de amostras positivas para brucelose. Os autores suspeitaram que a
contaminacdo possa ter ocorrido dentro do ambiente de trabalho através da formacéo de
aerossois. No Brasil, Figueiredo et al. (1985) encontraram 4,20% de positividade em
trabalhadores de frigorificos de Belo Horizonte (MG).

As pessoas acometidas apresentam sintomas insidiosos como febre superior a 39°C,
doencgas osteo-articulares, orquite e epididimite. As principais complicacdes sdo encefalites,
meningites, neurites periféricas, artrite supurativa, endocardite vegetativas e endocardite
bacteriana que pode levar ao 6bito. InfeccBes do aparelho geniturindrio podem proporcionar

reducdo da poténcia sexual. Recidivas ocorrem, com manifestacdes parciais do quadro inicial
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ou com todo o seu cortejo. O periodo de incubacdo é muito varidvel, de uma a trés semanas,
mas pode prolongar-se por varios meses (BRASIL, 2005b).

De acordo com o PNCEBT, o diagnostico da brucelose pode ser realizado através da
identificacdo do agente ou pela deteccdo de anticorpos anti-Brucella abortus. A escolha dos
métodos soroldgicos precisa levar em consideracdo o custo, o tamanho e as caracteristicas da
populacdo sob vigilancia, a situacdo epidemioldgica da doenca, a sensibilidade e a
especificidade dos testes, bem como a utilizacdo de vacinas. No Brasil, os testes considerados
oficiais sdo: Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), Anel em leite (TAL), 2-
Mercaptoetanol (2-ME) e Fixacdo de Complemento (TFC). Os dois primeiros séo
classificados como testes de triagem, os dois ultimos como confirmatdrios. Células inteiras da
amostra de Brucella abortus (1119-3) sdo utilizadas na preparacdo do antigeno (BRASIL,
2006).

Paulin e Ferreira Neto (2008) relatam que o Teste de Fixacdo de Complemento é o que
apresenta melhor correlagdo com os animais natural ou experimentalmente infectados. Por
isso, foi adotado como gold standard para a avaliacdo de outros testes soroldgicos, e
determinado através do Codigo Zoossanitario Internacional como teste de referéncia para o
comeércio internacional de animais. Quando a quente o teste apresenta menos reacOes
anticomplementares e menor reatividade de anticorpos da classe IgM, o que eleva a sua
especificidade. Além disso, detecta precocemente anticorpos IgG1l no soro e revela casos
crénicos quando o anticorpo 1gG1 estd em baixas concentracdes e ndo pode ser detectado em
testes de aglutinacdo. A Fixacdo do Complemento é menos influenciada pelos anticorpos
vacinais quando comparado a testes de aglutinacdo, sobretudo apds o oitavo més pos-vacinal.
Entretanto, apresenta como desvantagens, quando, em raras situacdes, a predominancia de
IgG2 pode impedir a ligacdo de anticorpos IgG1l ao antigeno, ocasionando resultado falso-
positivo, ou quando ele, embora nao fixe complemento, reaja com o antigeno, gerando uma
leitura semelhante ao de prozona, que resulta na reacgéo falso-negativa.

A vacina mais utilizada, responsavel pela erradicacdo da brucelose em alguns paises, é
produzida segundo normas internacionais com amostra viva da B. abortus cepa B 19. Ela é
estavel, ndo se multiplica em presenca de eritritol e causa minimas reagdes locais e sistémicas
apos sua inoculacao, tendo o inconveniente, porem, de interferir no diagndstico soroldgico se
ndo administrada entre 3-8 meses de idade. Se utilizada corretamente, protege de 60 a 75%
contra abortamento e confere protecdo por um periodo de sete anos apds a vacinagdo. Sua
aplicacdo é contra-indicada em fémeas gestantes, devido ao risco de abortos e, nos machos e

em qualquer outras espécies, incluindo o homem, pode ser patogénica devido a viruléncia
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residual que conserva, levando-os a permanecerem com titulos vacinais por toda a vida, além
de haver a possibilidade de desenvolverem orquite (RAMOS, 2007).

A RB 51 é outra vacina contra a brucelose, desenvolvida para bovinos. Trata-se de um
mutante rugosa, rinfampicina-resistente e com caracteristicas semelhantes a B19. Porém,
devido a auséncia da CO, ndo induz a formacdo de anticorpos detectaveis pelos testes
utilizados no sorodiagndstico da B. abortus. Outro fator a ser considerado a seu favor € que a
viruléncia é comprometida, provavelmente também devido a auséncia de CO. Este é um bom
argumento para justificar a sua utilizacdo em fémeas adultas ndo reatoras, visando 0 aumento
da cobertura vacinal em situacbes de alto risco de infeccbes ou em fémeas desprovidas da
protecdo conferida pela B 19 devido a idade avangada ou a falhas na vacinacdo (PAULIN e
FERREIRA NETO, 2008).

Dessa forma, a vacinacdo massal de fémeas bovinas e bubalinas, assim como o
diagnostico e sacrificio dos animais positivos estdo estabelecidos no PNCEBT como medidas
de aces ao controle da doenca (BRASIL, 2006). Atraves deste Programa é pretendido reduzir
0 impacto negativo da brucelose na saude publica e promover a competitividade da pecuaria
nacional, visando com isso, baixar a prevaléncia e a incidéncia de novos casos da doenca e
criar significativo de propriedades certificadas que oferecam ao consumidor produtos de baixo
risco sanitario. Além das estratégias supracitadas, também é vislumbrado o controle do
transito interestadual de animais destinados a reproducdo, feiras, leildes e outras
aglomeracoes, e certificacdo voluntaria de estabelecimentos de cria¢Ges livres ou monitoradas
de brucelose (BRASIL, 2003).

3.2 Leptospirose

Uma ictericia infecciosa passou a ser conhecida desde quando Hipdcrates a descreveu
pela primeira vez em meados de 460 a.C. Em 1800 no Cairo, a moléstia foi determinada e
diferenciada de outras por Larrey, médico militar francés, que observou dois casos da mesma
no exercito napolednico, posteriormente estudados por Landouzy, em 1883. Este analisou
determinados sintomas dos funcionarios da limpeza de esgoto em Paris, denominando a
doenca, na época, como “typhus hépatique grave”. Foi o patologista alemao Adolf Weil,
todavia, que, em 1886, detalhou-a minuciosamente, observando quatro casos clinicos em seres
humanos de Heidelberg, onde a moléstia se caracterizava por ictericia, esplenomegalia e

nefrite, posteriormente designada por Goldschimidt como doenca de Weil. Mas foi apenas na
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Primeira Guerra Mundial que o estudo da enfermidade teve um grande desenvolvimento,
quando ocorreram Varios surtos sucessivos entre as tropas que se encontravam nas frentes de
batalha. Durante esse periodo, foram registrados 350 casos na Franca. Em 1915, o agente
etioldgico foi isolado pela primeira vez no Japao e, em 1918, Noguchi propds a criacdo do
género Leptospira, pelo fato da bactéria possuir forma espiralada (BRASIL, 1995;
FORTALEZA, 2008; MORIKAWA, 2009).

No Brasil, a leptospirose foi reconhecida pela primeira vez no Para, por Mcdowel em
1917. No mesmo ano, Aragdo verificou a presenca de Leptospira icterohaemorrhagiae ao
estudar seis Rattus novergicus da cidade do Rio de Janeiro. Também na cidade do Rio de
Janeiro, Dacorso Filho analisou 11 cdes com manifestagdes clinicas compativeis com a
doenca, necropsiando os animais que faleceram, demonstrando assim, a presenca do agente
causador. Magaldi, em 1963, publicou um estudo de incidéncia, prevaléncia e distribuicdo da
Leptospira spp. no Brasil, sendo o primeiro pesquisador a alertar para a susceptibilidade que o
pais apresenta para a proliferacdo da enfermidade. No ano de 1970, Santa Rosa e
colaboradores publicaram a experiéncia de nove anos de estudos sobre leptospirose no
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo. Nesse periodo, foram examinados 21.263 soros humanos e
de animais, sendo 15.080 soros de bovinos, onde houve a predominéncia do sorovar Wolffi
(JOUGLARD, 2005).

Antes de 1989, as leptospiras, ordem Spirochaetales, estavam divididas em duas
espécies, de acordo com critérios antigénicos: L. interrogans, da qual faziam parte todas as
cepas patogeénicas, e L. biflexa, contendo cepas saprofitas isoladas do ambiente. Pouco tempo
depois, estudos de caracteristicas genéticas conduziram a Vvérias espécies dentro de
Interrogans lato sensu: L. interrogans sensu stricto; L. santorosai; L. weilii; L. inadai; L.
wolbachii; L. borgpetersenii; L. kirschneri; L. meyeri e L. noguchii, onde sorovares
patogénicos e saprofitas poderiam se encaixar dentro de uma mesma espécie (YASUDA,
1987; MINEIRO et al, 2007).

Entretanto, a partir de 2007, o Subcomité de Taxonomia para Leptospiraceae, em
Quito, decidiu classificar uma nova familia de acordo com seu genoma. Desta forma,
atualmente, existem 13 espécies patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L.
Inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. Noguchi, L. santarosai, L.
terpstrae, L. weilii, L. wolffi, com mais de 260 sorovares, tendo a possibilidade de outras
espécies novas. As espécies saproéfitas incluem L. biflexa, L. meyeri, L.yanagawae, L. kmetyi,
L. vanthielii e L. wolbachii e contém mais de 60 sorovares. Estes sdo classificados de acordo

com o0s epitopos em um mosaico de lipopolissacarideo (LPS) de antigenos, enquanto sua
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especificidade depende da composi¢do e orientacdo do agucar que o compde (ADLER e
MOCTEZUMA, 2010).

Além do lipopolissacarideo, as proteinas da membrana externa (OMPs) sdo 0s
principais antigenos que conferem imunidade para a Leptospira spp., tendo, provavelmente,
papel na interacdo patdgeno-hospedeiro. Elas eliciam inflamac&o e injdrias aos vasos por onde
percorrem. Subsequentemente, o fator de transcricdo nuclear (NF-kB) e a atividade
mitogénica da proteina kinase sdo ativadas, induzindo as citocinas, cujas atividades de
assemelham as das OMPs. A patogenia da bactéria pode ocorrer quando a matriz extracelular
dos mamiferos (ECM) interage com a superficie protéica das células bacterianas. Essas
interacOes sdo utilizadas pelas bactérias para aderirem aos tecidos, escapar da resposta imune
e entrar no hospedeiro. Os componentes da ECM sdo diferentes e incluem laminina 1,
colageno e fibronectina plasmatica. A Leptospira spp. reconhece as moléculas de ECM e
adere na célula do hospedeiro atraves das OPMs patogénicas, sendo as imunoglobulinas,
endostatina e a LipL32 (TUNG et al., 2009).

A LipL32 é uma lipoproteina de superficie, que existe em grande quantidade entre as
espécies patogénicas de Leptospira spp. E expressa em niveis elevados, quer durante o cultivo
em laboratério quer durante uma infeccdo natural, na fase aguda ou na convalescenca.
Estudos realizados, mostraram que células tratadas com a LipL32 apresentaram resposta
inflamatoria verificada através de transcritos de MCP — 1 (proteina 1 quimioatraente de
monocitos), RANTES (expresso e secretado por célula T normal, regulada por ativagéo),
INOS (6xido nitrico sintetase), TNF-o (fator de necrose tumoral a), aumento na ligagdo
nuclear de NF-kB (fator-kB nuclear) e do fator de transcricdo AP-1 (proteina ativadora — 1)
(TEODORO, 2009).

Neste contexto, a Leptospira spp. que venha apresentar a LipL32, ou seja, as
patogénicas, depois de penetrar na mucosa ou pele lesionada, mobilizar-se e multiplicar-se no
meio viscoso como sangue, linfa ou liquor e atingir os 6rgdos referenciados, vem causar uma
severa vasculite com danos endoteliais, resultando em injarias dos capilares, edema tissular,
hemorragia e coagulacdo intravascular disseminada (CID). Insuficiéncia renal ou disturbios
renais sdo os resultados dos danos associados a colonizagéo e replicacdo dos organismos nas
células do epitelio renal. Prejuizo agudo da fungédo renal também pode resultar no decréscimo
da filtracdo glomerular e hipoxia causado pela diminuigdo da perfuséo nos rins. Miocardite,
pericardite e disritmia sdo manifestagdes bem documentadas que podem resultar da
hipoperfusdo. ManifestacGes hepéticas, do sistema nervoso central, ocular e genital também

sdo peculiares. A replicacdo destes microrganismos nestes locais danifica variavelmente os



25

tecidos e acarretam manifestacGes clinico-patologicas diversificadas, desde um processo
inaparente até formas mais graves, sendo estas também dependentes da viruléncia do
microrganismo e da suscetibilidade do hospedeiro (GUERREIRO et al., 2001; YANG et al.,
2002; BARTHI et al., 2003; LANGSTON e HEUTER, 2003; BRASIL, 2005b, YANG et al.,
2006).

Devido a esta patogenia, 0 comprometimento que alguns sorovares de Leptospira spp.
causam ao sistema reprodutor dos rebanhos € o que mais eleva o0s prejuizos econémicos para a
pecudria bovina brasileira. Muito embora ndo tenham sido estimadas as perdas monetarias
nacionais proporcionadas pela enfermidade, Carvalha Neta et al. (2008) ratifica grandes danos
comerciais, principalmente pelos abortos, retencdo de placenta, metrites, infertilidade,
natimortos e crias fracas e pequenas (AMATREDJO e CAMPELL, 1975; ELLIS, 1984,
GIRIO et al., 1990) que podem vir a 6bito nos primeiros meses de vida ou tornarem-se
portadores renais da bactéria (GIR10O e MATHIAS, 1989),

A transmissdo pode ocorrer por meses e até anos através do contato direto do
microrganismo veiculado pela urina, geralmente entre a segunda e quinta semana da doenca.
Orgéos de portadores como a pele, mucosa oral e conjuntival também s&o fontes de infeccéo.
Dessa forma, a via venérea, transplacentaria e mamaria ou até o habito de limpeza da
genitélia, escroto e tetas entre 0s animais podem constituir-se em rotas importantes nesse
processo (GUIMARAES et al., 1982; BRASIL, 1995).

Fatores climaticos, condi¢bes de umidade e grandes oportunidades de exposicdo aos
contaminantes (LEVETT, 2001), tornaram a leptospirose uma doenca cosmopolita, comum a
varias espécies (MINEIRO et al., 2007). Ecologicamente, a existéncia e a dispersdo da doenca
sdo mais favorecidas nas regides tropicais e subtropicais que nas temperadas (FAINE, 1982),
devido a persisténcia e multiplicacdo das bactérias em ambientes alagados, podendo
sobreviver por até 180 dias, dependendo das condicBes de temperatura (28° a 30° C), pH (7,2
a 7,4), salinidade e poluigdo (BRASIL, 1995).

A enfermidade esta incluida na lista do Codigo Sanitario para Animais Terrestres da
Organizacdo Internacional de Epizootias por ter propagacdo internacional, ser emergente,
apresentar potencial zoondtico e difusdo significativa nas popula¢es humanas (OIE, 2009).
As mais acometidas sdo aquelas que tém contato com reservatorios ou portadoras de
Leptospira spp., sendo estes silvestres ou domésticos (FAINE et al, 1999; CAMPOS JUNIOR
et al., 2006).

Dos animais domeésticos, 0s bovinos sdo os grandes responsaveis pela manutengéo e

introducdo das bactérias nas propriedades que os albergam (VASCONCELLOS et al., 1997),
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sendo considerados importantes disseminadores da doencga para os humanos. Apesar da sua
importancia, a leptospirose bovina ndo é de notificagdo compulséria no Brasil e nem
submetida ao combate organizado pelos 6rgdos e entidades publicas ou privadas de sanidade
animal (ARAUJO et al., 2005). Em contrapartida, tanto a ocorréncia de casos isolados
suspeitos e surtos de leptospirose humana devem ser notificadas pelo Ministério da Saude, de
forma répida, para o desencadeamento das agdes de vigilancia epidemiolégica (BRASIL,
1995).

Através destes registros pelos 6rgdos competentes, foi possivel a constatacdo de que
exercer algumas profissGes torna o individuo humano bastante suscetivel & infecgdo com a
Leptospira spp. O grupo de risco é aquele que engloba os garis, catadores de lixo,
agricultores, veterinarios, tratadores de animais, magarefes, laboratoristas, canavieiros,
militares e bombeiros (FAINE, 1999), devido, principalmente, pela exposicdo aos animais
doentes ou reservatdrios naturais, contato com visceras e ambiente de trabalho (LEVETT,
2001).

Em Buenos Aires, Caminoa et al. (1990) realizaram a SAM e hemoculturas de 26
funcionarios de um frigorifico e encontraram 26,92% de positividade. Foram encontrados
anticorpos para os sorovares Icterohaemorrhagiae, Pomona e Hardjo, cujos titulos foram de
100. Os autores relataram que a leptospirose humana esta geralmente associada a leptospirose
animal. Os funcionarios do frigorifico por manterem contato direto e diario com estes animais
tornaram-se grupo de risco para esta enfermidade. Orrego Uribe (2003) na Colémbia,
pesquisaram pela SAM 45 amostras de trabalhadores de frigorifico de bovino e suino e
encontraram amostras positivas com anticorpos contra 0s sorovares para Icterohaemorrhagiae,
Canicola, Pomona, Grippotyphosa, Bratislava, Hardjobovis e Hardjopratijno. Os quatros
primeiros sorovares sdo frequentemente encontrados entre animais domésticos e silvestres,
porém, os demais nunca tinham sido detectados em humanos na Coldémbia. Estes autores
afirmam que a Hardjopratijno possui alta prevaléncia entre os bovinos na regido estudada e
estes resultados confirmam a exposicéo ocupacional dos funcionarios no frigorifico.

Carvalho et al. (1985), analisando soros de funcionéarios de frigorifico, matadouros e
acougues em Ribeirdo Preto (SP), identificaram anticorpos para 0s sorovares varios sorovares,
com titulos entre 100 e 800. A maior positividade encontrada foi nos magarefes, sugerindo a
possibilidade destes trabalhadores terem maior risco de contrair a infeccéo.

A maioria das pessoas acometidas, 90 a 95%, desenvolve a forma anictérica,
frequientemente rotulada como sindrome gripal, virose, influenza ou dengue. A forma ictérica,

doenca de Weil, é a mais grave, levando a quadros de insuficiéncia renal, fendmenos
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hemorragicos, alteracdes hemodinamicas e letalidade variavel entre 5 e 20%, a qual gera
grande impacto em termos de satde publica (BRASIL, 1995; BRASIL, 2005a).

O diagnostico da leptospirose pode ser realizado através da identificacdo do agente ou
pela deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp., 0 qual é utilizado para maioria dos
diagndsticos especificos. O teste sorolégico considerado padrdo € o de Soroaglutinacéo
Microscopica (SAM). Utilizando esta técnica, anticorpos IgM e 1gG reagem com o antigeno
vivo (suspensdo de sorovares de Leptospira spp.) e formam aglutinacGes visiveis através do
microscopio de campo escuro (GUIMARAES, 1982/1983; GIRIO et al., 1990; LEVETT,
2004). A sensibilidade do SAM nem sempre é satisfatoria, uma vez que os anticorpos s
aparecem em niveis detectaveis 15 dias ap6s o inicio dos sintomas. Entretanto, é considerado
um teste que apresenta boa especificidade, embora ocorram reagdes-cruzadas entre sorovares,
especialmente dentro de um mesmo sorogrupo, e haja a possibilidade de deteccdo de baixos
titulos vacinais, mesmo que decrescentes (FAINE et al., 1999; OIE, 2008b).

A vacinacdo é uma das mais importantes medidas preventivas relacionadas ao controle
da leptospirose nos rebanhos, pois pode proporcionar imunidade humoral aos animais de
forma que estejam protegidos contra a manifestacdo dos sinais clinicos da enfermidade,
impedindo a transmisséo entre eles e os seres humanos. As vacinas disponiveis atualmente no
mercado brasileiro, em sua maioria, se caracterizam por serem culturas de Leptospira spp.
inativadas acrescidas de adjuvantes. Sdo compostas pelos sorovares com maior prevaléncia
nos estudos efetuados na regido. Entre os mais utilizados encontram-se o Hardjo, Wolffi,
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippotyphosa E Bratislava. Ha também,
disponiveis comercialmente, vacinas contra leptospirose produzidas com a utilizacdo de
OMPs, as quais estdo associadas a outras enfermidades da esfera reprodutiva, tais como
rinotraqueite infecciosa bovina e diarréia viral bovina, sendo o seu preco ainda elevado. As
classes de anticorpos que inicialmente sdo detectadas sdo IgM e IgA, que em média nos
bovinos chegam a concentragdes mais elevadas em cerca de sete dias. A classe 1gG pode ser
detectada por volta de dois dias ap6s o surgimento das anteriores, atingindo a sua magnitude
por volta de duas semanas e perdurando por tempo mais prolongado (ARDUINO et al., 2009).

Além da imunizacdo vacinal, outras medidas sanitarias podem ser adotadas para
minimizar a propagacgdo da leptospirose bovina, levando-se em consideragdo o0 manejo do
gado. De acordo com Menges (1959), nas propriedades, devem ser isolados os animais
doentes e fornecer dgua e alimentos limpos em equipamentos mdveis sem contaminagdo com
urina. Animais, antes de serem introduzidos nos planteis, devem ser mantidos sob quarentena,

e aqueles que se encontrarem no pastoreio, distantes de areas alagadas como lagoas ou
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tanques. Também, sempre que possivel, deve ser evitada a aglomeracdo de individuos, o
desmatamento e ocupacao de areas habitadas por animais silvestres. A educacdo em salde e a
realizacéo de testes soroldgicos regulares também sdo importantes, assim como a higiene dos
locais em que os grupos de risco atuam (HOMEM et al., 2001; RIET-CORREA et al. 2001;
LEVETT, 2001).
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Prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. e anti-Brucella abortus em bovinos

abatidos em matadouro publico no Estado de Pernambuco

Prevalence of antibodies anti-Leptospira spp. and anti-Brucella abortus in cattle abattoir

in public slaughter in Pernambuco State

Resumo

Devido ao grande impacto que a brucelose e leptospirose promovem a salde publica,
objetivou-se com este trabalho estimar a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. e anti-
Brucella abortus em bovinos machos abatidos em matadouro publico no Estado de
Pernambuco. 412 amostras de soro dos animais foram coletadas apds a venosseccdo dos
grandes vasos do pescoco, durante a sangria. Para o diagnostico soroldgico da Leptospira spp.
e Brucella abortus, foram utilizados, respectivamente, a Técnica de Soroaglutinacdo
Microscopica (SAM); Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e Teste de Fixagdo do
Complemento (TFC). Com titulos aglutinantes entre 100 e 400, a prevaléncia de anticorpos
anti-Leptospira spp. foi 13,3% (95% IC = 10,1% - 16,6%). Os anticorpos anti-Brucella
abortus ndo foram detectados, obtendo uma prevaléncia de 0%. Apesar de ndo haver bovinos
brucélicos, os animais avaliados representam risco a saude publica, devido a possibilidade das

pessoas adquirirem a leptospirose através deles.

Palavras-chave: Leptospirose. Brucelose. Saude publica. Bovino de corte.

Abstract

Due to the large impact that brucellosis and leptospirosis promote to public health, the
purpose this work was to estimate the prevalence of anti-Leptospira spp. and anti-Brucella
abortus in cattle slaughtered in abattoir public in the Pernambuco State. 412 animal’s serum
samples were collected after section of the great vessels of the neck during bleeding. For
serological diagnosis of Leptospira spp. and Brucella abortus were used, respectively,
Microscopic Agglutination Test (SAM); Buffered Acidified Antigen (AAT) and Complement
Fixation Teste (TFC). With titles between 100 and 400, the prevalence of antibodies anti-
Leptospira spp. was 13.3% (95% CI = 10.1% - 16.6%). The antibodies anti-Brucella abortus
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were not detected, giving a prevalence of 0%. Although there are not cattle with brucellosis,
the animals evaluated offer risk for health public, because the people have chance to acquire

Leptospirosis through them.

Keywords: Leptospirosis. Brucellosis. Public health. Beef cattle.

5.1 Introducao

Leptospira spp. e Brucella abortus séo bactérias que estdo disseminadas em varios
paises do mundo (POL e BHARADWAJ, 2009; SELEEM et al., 2010). Estes organismos
podem infectar o homem, além de muitas espécies de animais silvestres e domésticos
(MATHIAS et al., 1999).

Em rebanhos bovinos, Leptospira spp. é o microrganismo mais comumente associado
as infeccgdes caracterizadas por disturbios reprodutivos (CAMPERO et al., 2003; JERRETT et
al., 1984). In locuo sdo observados abortos, infertilidade, nascimento de bezerros fracos,
mastites, natimortalidade, agalaxia, decréscimo na producdo de carne e morte (MOREIRA,
1994). Assim como a Leptospira spp., a Brucella abortus também causa aborto (RAMOS,
2007) e nascimento de bezerros fracos (ACHA e SZYFRES, 2003).

As duas bactérias apresentam carater zoondtico (LEVETT, 2001; PAPPAS et al.,
2005) e sdo transmitidas, além do contato direto com animais enfermos, através da
alimentacdo com leite, carne e seus derivados crus contaminados (MINAS et al., 2007;
BRASIL, 1995). Algumas pessoas com leptospirose podem vir a ébito pelo comprometimento
renal e hemodinamico. Acometidos pela brucelose, a principal causa mortis nos humanos é a
faléncia no sistema encefélico e cardiovascular (BRASIL, 2005).

O impacto da leptospirose reflete-se no alto custo do tratamento da populacdo, assim
como nas consequiéncias monetérias da infecgdo, tendo em vista o envolvimento de vérias
espécies de animais produtores de alimentos (OLIVEIRA e NETO, 2007). A brucelose gera
sérios transtornos em decorréncia da inabilidade temporaria das pessoas ao trabalho,
recuperacdo lenta dos suscetiveis, tratamentos demorados e sequelas fisicas, principalmente
no aparelho locomotor e sistema nervoso central (PESSEGUEIRO et al., 2003; RAMOS et
al., 2008).

Em virtude da importancia econdmica da Leptospira spp. e Brucella abortus para a
salide publica, e da auséncia de dados referentes a soroprevaléncia da leptospirose e brucelose

para bovinos de corte consumidos no Estado, neste trabalho objetivou-se estimar a
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prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. e anti-Brucella abortus em bovinos abatidos
em matadouro publico de Pernambuco, através da Técnica de Soroaglutinagdo Microscépica
(SAM); Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e Técnica de Fixacdo do Complemento

(TFC), respectivamente.
5.2 Material e métodos

Amostras soroldgicas de bovinos de corte abatidos em matadouro publico do Estado
de Pernambuco foram colhidas e analisadas. Para isso foi estabelecido o tamanho minimo da
amostragem em 400 soros, atraves dos procedimentos preconizados pelo Centro Pan-
americano de Febre Aftosa (AUSTUDILLO, 1979). Ao calculo, a prevaléncia esperada foi
estimada em 50%, grau de confianca de 95% (1,96 = 4) e margem de erro esperada de 10%.
Um total de 412 amostras de sangue foi coletado em tubos de ensaio estéreis, no momento da
venosseccdo dos grandes vasos do pescoco, durante a sangria, entre julho de 2008 e marco de
2009. O material foi acondicionado em caixas isotérmicas e transportados ao Laboratério de
Bacteriologia do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Os soros foram obtidos por centrifugacdo a 900g/10 minutos, pipetados,
identificados em tubos de polipropileno e congelados a -20°C até seu processamento. O
procedimento analitico foi realizado no Laboratorio Nacional Agropecuério de Pernambuco
(LANAGRO - PE).

Todos os animais pesquisados eram machos inteiros da espécie Bos indicus, adultos,
ndo vacinados para leptospirose e sem a identificacdo de anormalidades fisicas durante a
inspecdo ante-mortem. A origem dos bovinos e a vacinagdo foram catalogados de acordo com
as informacdes contidas no Guia de Transito Animal (GTA).

Para a deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp. foi utilizada a Técnica de
Soroaglutinacdo Microscopica (SAM), de acordo com a Fundacdo Nacional de Salde
(BRASIL, 1995), realizando-se inicialmente triagem para 27 sorovares de Leptospira spp.:
Bratislava, Australis, Autumnalis, Castellonis, Bataviae, Canicola, Celledoni, Cynopteri,
Djasiman, Sentot, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorragiae RGA,
Icterohaemorragiae ICTERO n° 1, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo,
Saxkoebing, Sejroe, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Andamana e Patoc. Estes eram mantidos
em meio semi-solido de Ellinghausen, McCullough, Johnson, Harris (EMJH) e solucéo salina
tamponada de SOrensen, transferindo-os por meio de repicagens semanais. A diluicdo das

amostras foi 1:50, sendo suspeitas as que aglutinaram 50% ou mais em relacdo ao controle. O
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soro reagente a triagem foi considerado positivo quando se obteve titulo igual ou superior a
100 com 50% ou mais de Leptospira spp. aglutinadas.

A triagem dos anticorpos anti-Brucella abortus foi realizada com o Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), a fim de identificar possiveis amostras reagentes ao Teste de
Fixacdo do Complemento (TFC), seguindo os procedimentos oficiais (ALTON et al., 1988).
Foram consideradas positivas aquelas com titulagdo minima de 1:5 que interagiram com o
complemento de cobaios (Cavia aperea) formando botdes de hemécia, cuja hemdlise
visualizada e comparada com os controles de placa, poderia variar entre 0 e 75%.

A andlise estatistica das amostras foi realizada através da andlise descritiva das
mesmas. A freqliéncia absoluta e relativa dos animais positivos nos municipios estudados e

dos titulos obtidos foi avaliada.

5.3 Resultados

Para Leptospira spp., das 412 amostras testadas, 55 foram positivas (MAT > 1:100),
resultando em uma soroprevaléncia de 13,3% (95% IC = 10,1% e 16,6%).

Animais soropositivos foram provenientes de 20 dos 24 municipios de origem (Tabela
1), sendo muitos sorovares de Leptospira spp. identificados. Neste estudo, foram detectados
16 sorovares: Shermani (25,5%), Wolffi (14,5%), Hebdomadis (10,9%), Grippotyphosa
(9,1%), Canicola (7,3%), Saxkoebing (5,5%), Bratislava (5,5%), Copenhageni (3,6%), Hardjo
(3,6%), Djasiman (3,6%), Icterohaemorrhagiae RGA (1,8), Icterohaemorrhagiae ICTERO n°
1(1,8), Serjoe (1,8%), Panama (1,8%), Pyrogenes (1,8%) e Patoc (1,8%).

Para Brucella abortus, das amostras testadas com o AAT, apenas uma foi reagente,
0,24%. A amostra triada foi negativa ao TFC, resultando uma soroprevaléncia de 0% (TFC <
1:5) (Tabela 1).
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Tabela 1: NUmeros de animais soropositivos para brucelose e leptospirose de acordo com os municipios de
origem

Municipios Animais Animais reativos SAM AAT TFC
Examinados Positivos % Positivos % Positivos %
A 10 1 10 0 0 0 0
B 13 1 7,7 0 0 0 0
C 14 2 14,3 0 0 0 0
D 14 1 7,1 0 0 0 0
E 26 2 7,7 1 3,8 0 0
F 18 1 5,6 0 0 0 0
G 46 8 17,4 0 0 0 0
H 11 2 7,7 0 0 0 0
I 26 2 7,7 0 0 0 0
J 8 0 0 0 0 0 0
K 3 1 33,3 0 0 0 0
L 2 0 0 0 0 0 0
M 33 6 18,2 0 0 0 0
N 11 1 9,1 0 0 0 0
0] 34 3 8,8 0 0 0 0
P 1 0 0 0 0 0 0
Q 4 1 25,0 0 0 0 0
R 15 5 333 0 0 0 0
S 9 4 444 0 0 0 0
T 21 5 23,8 0 0 0 0
U 68 4 5,6 0 0 0 0
\ 1 0 0 0 0 0 0
w 18 4 22,2 0 0 0 0
X 6 1 16,7 0 0 0 0
Total 412 55 13,3 1 024 0 0

A tabela 2 mostra a distribuicdo da aglutinagcdo dos titulos em relagcdo ao antigeno

usado para Leptospira spp.
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Tabela 2: Distribuicdo dos titulos aglutinantes em soro de bovinos de acorte abatidos em matadouro de
Pernambuco, com diluigdes de 1:100 a 1:3200 para 27 sorovares e Leptospira spp.
sorovares Diluices total %
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600  1:3200

Icterohaemorrhagiae RGA 1 - - - - - 1 1,8
Icterohaemorrhagia ICTERO n°1 1 - - - - - 1 1,8
copenhageni 2 1 - - - - 3 3,6
javanica - - - - - - - ;
canicola 4 - - - - - 4 7.3
castellonis - - - - - - - -
pyrogenes 1 - - - - - 1 1,8
cynopteri - - - - - - - .
autumnalis - - - - - - - -
sentot - - - - - - - -
djasiman 2 - - - - - 2 3,6
australis - - - - - - - -
pomona - - - - - - - -
grippotyphosa 5 4 - - - - 9 9,1
hebdomadis 6 3 1 - - - 10 10,9
wolffi 8 5 1 - - - 13 145
sejroe 1 - - - - - 1 1,8
saxkoebing 3 - - - - - 3 5,5
bataviae - - - - - - - -
tarassovi - - - - - - - -
panama 1 - - - - - 1 1,8
patoc 1 - - - - - 1 1,8
andamana - - - - - - - -
celledoni - - - - - - - -
shermani 14 7 1 - - - 23 255
bratislava 3 - - - - - 3 55
hardjo 2 4 1 - - - 7 3,6
Total 55 24 4 83 100

5.4 Discussao

Este € o primeiro estudo da prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. e anti-
Brucella abortus em bovinos de corte abatidos em matadouro publico no Estado de
Pernambuco. Até entdo, pesquisas locais foram realizadas com bovinos de leite em rebanhos
do Estado. Nestes, a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. variou entre 2 e 57,7%
(ALMEIDA et al. 2000; OLIVEIRA, 2001; TENORIO et al., 2005), e de anticorpos anti-
Brucella abortus, 2,06% a 19,3% (ALMEIDA et al. 2000; SILVA et al., 2000; TENORIO et
al., 2005; TENORIO, 2007), sendo distintos dos resultados obtidos neste experimento.

O presente trabalho revelou porcentagem de 13,3% de anticorpos anti-Leptospira spp.,
sendo este menor do que o0s 44,81% detectados, respectivamente, por Magajevski et al. (2007)
em vacas abatidas no estado de S& Paulo e Magajevski (2007), quando pesquisava
Leptospira spp. em fetos e odcitos colhidos de vacas no momento do abate. Da mesma forma,

resultados superiores foram obtidos por Giraldi (2003), quando 0 mesmo pesquisou a
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presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. em soros de fémeas bovinas enviadas ao abate no
Norte do Parand, detectando 52,04%. As variacGes entre o resultado deste estudo e dos
autores supracitados provavelmente ocorreram devido a aptiddo do gado comparado, uma vez
a criacdo do bovino de leite é geralmente intensiva, favorecendo a disseminacdo da
Leptospira spp nos estdbulos através da urina e secrecBes uterinas (considerando a alta
prevaléncia do sorovar Hardjo).

Leptospirose € uma importante zoonose em humanos por causa dos severos problemas
que acarretam a populacédo, além do alto custo com tratamentos (OLIVEIRA e NETO, 2007).
A relativa prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. detectada tem potenciais
implicacdes para saude publica, especialmente para os individuos que tém maior contato com
0s agentes, que compdem o chamado grupo de risco ocupacional, tais como tratadores,
magarefes e veterinarios (BRASIL, 1995). Primeiro, a variacdo dos sorovares detectados
(Tabela 2) revela que o género Leptospira spp. esta disseminado no ambiente, sugerindo uma
grande variacdo de reservatorios nos locais de origem dos animais (OLIVEIRA et al., 2001).
Segundo, a variacdo da titulacdo entre 1:100 e 1:400, embora sugestiva, revela a possibilidade
dos animais reagentes estarem iniciando a infeccdo ou na fase de convalescenca
(MARCHIORI FILHO et al., 2002). Desta forma, existindo o risco da presenca de
microrganismos circulantes no sangue ou 6rgaos dos animais reagentes, estes poderiam ser
transmitidos a populacdo através da contaminacdo ambiental e/ou contato com carnes
contaminadas, principalmente as pessoas que manipularam carcacas dentro do matadouro
pesquisado, destacando os trabalhadores do setor de matanca, desossa e graxaria
(VASCONCELOS et al, 1993; CARVALHO et al., 1985; JULIANO et al., 2000).

Dos titulos aglutinantes iguais ou maiores do que 1:100, o sorovar Shermani foi mais
predominante (25,5%), seguida pelo Wolffi (14,5%), Hebdomadis (10,9%) e Grippotyphosa
(9,1%). Os humanos suscetiveis aos sorovares detectados podem vir a apresentar sintomas de
apatia, febre, disdria, hemorragia, além do comprometimento da estrutura e funcionalidade
dos rins e pulmdes (CORREA, 1967; DVORAKOVA, 1981; LINS e LOPES, 1984;
SEHGAL et al., 1995; YANG, 2001).

O resultado do sorovar Shermani como o mais frequente dentre os investigados nao
revela similaridade com outras pesquisas em matadouro (GIRALDI, 2003; MAGAJEVSKI et
al., 2007), rebanhos leiteiros (LILENBAUM e SOUZA, 2003; MINEIRO et al., 2007) e de
corte (FAVA et al., 2004), onde o Hardjo foi comumente o mais identificado. Sendo os
maiores disseminadores do sorovar Shermani alguns mamiferos silvestres, roedores
(Proechimys semispinosus) e/ou suinos infectados (MARQUES, 2008; OLIVEIRA, 2008), é
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sugerindo o contato dos animais positivos com pelo menos um destes espécimes portadores
da Leptospira spp.

A freqliéncia do sorovar Wolffi foi de 14,5%, a segunda mais alta, concordando com
os achados de Magajevski (2007), pesquisando vacas abatidas, enquanto o sorovar Hardjo,
mais freqiiente nos rebanhos bovinos do mundo (FERESU, 1988), foi estimado em 3,6%. O
sorovar Wolffi foi identificado em roedores silvestres em 1967 por Corréa et al., e 0 Hardjo
tem como hospedeiro adaptado os bovinos (BARCELLOS et al., 2003) que adquirem a
doenca através de excrecdes abortivas ou contato com reservatorios (CAMPOS JUNIOR et
al., 2006). Como os animais estudados séo bovinos de corte, a possibilidade dos mesmos se
infectarem com o sorovar Hardjo através do contato com material contaminado de aborto é
quase nula. Desta forma, a proximidade dos bovinos com reservatdrios deve ser considerada
na epidemiologia da doenca, assim como a vulnerabilidade dos humanos em adquirirem a
infeccdo de forma similar aos animais avaliados.

O sorovar Hebdomadis foi estimado em 10,9%, caracterizando-0 como o terceiro mais
frequente dentre os 27 pesquisados pela SAM. Este resultado se assemelha aos achados de
Favero et al. (2001) para bovinos de leite do Piaui, quando foi realizada uma analise da
distribuicdo espacial das variantes soroldgicas de Leptospira spp. predominantes em 31.325
animais distribuidos em 21 estados brasileiros, tendo o Hebdomadis a prevaléncia de 9%. Este
sorovar também foi identificado em bovinos do Amazonas, tendo prevaléncia de 6,1%
(AGUIAR et al., 2006). De acordo com Crawford e Miles (1980), o maior problema que o
microrganismo traz aos rebanhos € a mastite. Segundo Lins e Lopes (1984), os grandes
disseminadores da bactéria no meio ambiente sdo alguns reservatorios naturais como o
Dasypus novemcinctus, espécie catalogada, bastante difundida em Pernambuco (LAYNE,
2003). Diante do exposto, 0s bovinos reagentes ao sorovar Hebdomadis possivelmente
tiveram contato com espécies silvestres nativas, consideradas reservatérios da bactéria.

O Dasypus novemcinctus também é citado como um dos reservatdrios do sorovar
Grippotyphosa, assim como o Microtus arvalis (BAKOSS et al., 2007), Nectomys squamipes,
Didelphis marsupialis, Oryzomys eliurus, Thaptomes nigrita, Oryzomys ratticeps, Akodon
arviculoides, Oxymtcterus quaestor e marsupiais (HOMEM et al., 2001). Entretanto, quando
acomete o gado bovino, parece acarretar mastite e aborto. No presente estudo, o agente
etioldgico foi estimado em 9,1%, o quarto mais prevalente, ndo corroborando com os achados
de Giraldi (2003). Através da multiplicidade das espécies silvestres envolvidas, pertencentes a

um ecossistema com diferentes biocenoses, constata-se que 0s bovinos reagentes estavam em
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areas de pastoreio contaminadas com a urina de diferentes espécies de animais,
frequentemente encontradas em areas de preservacdo ambiental.

A positividade a alguns sorovares como o Canicola, Copenhageni, Saxkoebing,
Bratislava, Djasiman, Icterohaemorrhagiae RGA, Icterohaemorrhagiae (ICTERO n°l),
Pyrogenes, Serjoe, Panama e Patoc, mesmo que pequena, pode ser justificada pela presenca
de animais silvestres e domésticos, 0s quais possivelmente albergavam sorovares adaptados a
eles ou ndo. Os percentuais baixos da distribuicdo vém corroborar com as informacdes de
Marques (2008), o qual relata que os bovinos, na condicéo de néo ser 0 hospedeiro adaptado a
um determinado tipo de Leptospira spp., apresentam suscetibilidade relativamente baixa a
infeccdo, mesmo que seja considerada de alta patogenicidade. Apesar da morbidade, os
bovinos reagentes foram definidos como hospedeiros acidentais, mas classificados como
potenciais transmissores e promotores de epidemias, 0 que, neste caso, representa a iminéncia
das pessoas em adquirirem a leptospirose através da contaminagdo ambiental.

A respeito da Brucella abortus, a soroprevaléncia de anticorpos foi de 0%. Este
resultado corrobora com os achados de Ferreira (2008), quando, investigando a
soroprevaléncia da brucelose bovina em animais abatidos no matadouro publico da cidade de
Santa Cruz, RN, ndo identificou bovinos reagentes ao sorodiagnostico implementado.
Campos et al. (2003), também nédo detectou a presenca de anticorpos anti-Brucella abortus em
reprodutores bovinos na microrregido de Goiania em Goiéas. indice semelhante (0, 099%) foi
estimado por Freitas e Oliveira (2005), durante o teste soroldgico nos bovinos abatidos em
Belém, revelando-se positivos aqueles portadores de bursite. E, em um matadouro do estado
do Rio de Janeiro, Langenegger et al. (1975) estimaram 0,055% de animais abatidos reagentes
a brucelose.

Em contrapartida, o resultado negativo desta pesquisa estd em desacordo com 0s
obtidos por Santos et al. (2007) porque os autores, diagnosticando aglutininas anti-Brucella
abortus em soro sanguineo de bovinos abatidos no Maranhdo, obtiveram nimero de 4,33% de
positividade, sendo que nos machos, a frequéncia foi de 1,1% e, nas fémeas, 9,9%.
Similarmente, Freitas e Oliveira (2005) encontraram maior frequéncia de soropositivos em
fémeas (73,9%) do que os machos (26,10%). Cadmus et al. (2008), tentando correlacionar
brucelose e tuberculose no gado abatido em Ibaban, Nigéria, estimaram 5,82% de bovinos
reagentes. Destes, 3,9% eram machos brucélicos e 6,1%, fémeas positivas. Por sua vez,
Moreira et al. (1973) encontraram 3,15% de vacas brucélicas, sendo elas abatidas no

municipio de Santa Maria e Serrana de Tupanciretd. No exterior, Bishop (1984) investigando
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fémeas bovinas adultas submetidas ao abate em Cato Ridge, Africa do Sul, encontrou 1,5% de
animais sorologicamente acometidos.

Como todas as amostras avaliadas neste estudo eram de bovinos machos adultos, é
possivel sugerir, baseando-se em pesquisas similares, que a baixa prevaléncia obtida pode ser
em decorréncia de dois fatores, sexo e aptiddo do gado. De acordo com Bishop (1994) e
Grasso (1998), fémeas sdo mais suscetiveis a brucelose, ja que, quando prenhas, o Utero
gravidico € um dos 6rgéos de predilecao da bactéria devido a producédo do eritritol. Por outro
lado, o gado de leite é considerado mais suscetivel do que o de corte, porque, na maioria das
vezes, é criado intensivamente em regime de confinamento e semi-confinamento (SANTOS et
al., 2007). Com base nos relatos de Oliveira et al. (2006), como os bovinos de corte sdo
geralmente criados de forma extensiva e separados por sexo apds o desmame, possivelmente
hd uma maior dificuldade na transmissdo da bactéria aos machos, uma vez que ndo tem
contato com material abortado.

A brucelose implica as pessoas inabilidade temporaria ao trabalho, tratamentos
demorados e seqielas fisicas. Pode acometer tanto as que compdem o grupo de risco
ocupacional, incluindo tratadores, veterinarios e laboratoristas que mantém contato com o
agente, quanto as que ingerem alimentos contaminados pelo microrganismo (PESSEGUEIRO
et al., 2003; RAMOS et al., 2008). No presente estudo ndo houve bovino positivo ao TFC
(Tabela 2), teste de alta especificidade implementado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (BRASIL, 2006), o que praticamente anula a possibilidade da presenca do
microrganismo nos animais avaliados e, consequentemente, a transmissdo da enfermidade aos
humanos. Neste contexto, considerando as informacdes de Lacerda et al. (2000), Santos et al.
(2007) e Ramos et al. (2008), os consumidores das carcacas e visceras, assim como 0S
trabalhadores do matadouro em questdo, principalmente os de matanca e evisceragdo, cujas
atividades parecem ocasionar maiores riscos de aquisicdo da brucelose humana,

provavelmente ndo estavam expostos a Brucella abortus.

5.5 Conclusao

Apesar de ndo haver bovinos brucélicos, os animais avaliados representam risco a

salde publica, devido a possibilidade das pessoas adquirirem a leptospirose através deles.
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