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RESUMO
Objetivou-se com esse trabalho descrever as atividades realizadas no estagio supervisionado
obrigatério (ESO), realizado no Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria (LaBV) de
Universidade Federal Fluminense (UFF). O estagio foi realizado no Instituto Biomédico da
UFF, localizado na rua Alameda Barros Terra, em Sd0 Domingos, Niter6i-RJ, sob a
supervisdo do Prof. Dr. Walter Lilenbaum e Orientacdo da Profa. Dr? Erika Fernanda Torres
Samico-Fernades, durante o periodo de 02/10/2023 a 22/12/2023. Foi possivel acompanhar a
rotina de atividades do LaBV, realizando atividades voltadas a pesquisa sobre a Leptospirose,
executando exames sorolégico de rotina, pela Técnica de Soroaglutinacdo Microscépica
(SAM), e pesquisa por meio de biologia molecular, pela técnica de Reagdo da Cadeira da
Polimerase (PCR), além disso, foi possivel acompanhar como € realizado a cultura e a
manutencdo das amostras contendo Leptospiras spp. vivas. Ademais, foi possivel acompanhar
as atividades de pesquisa realizadas no laborat6rio, o que proporcionou a confeccdo de um
artigo cientifico cujo objetivo foi o de detectar a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp.
em amostras de asininos provenientes de duas propriedades do estado de Pernambuco, Brasil,

onde o sorogrupo Australis foi 0 mais detectado.

Palavras-chaves: Jumentos; Leptospirose; Soroaglutinacdo Microscopica; Triagem



ABSTRACT
The objective of this work was to describe the activities carried out during the mandatory
supervised internship,conducted at the Veterinary Bacteriology Laboratory (LaBV) of the
Federal Fluminense University (UFF). The internship took place at the Biomedical Institute of
UFF, located on Alameda Barros Terra Street, in S&o Domingos, Niter6i-RJ, under the
supervision of Prof. Dr. Walter Lilenbaum and guidance from Prof. Dr. Erika Fernanda Torres
Samico-Fernandes, during the period from 10/2/2023, to 12/22/2023. It was possible to
observe the routine activities of LaBV, conducting research on Leptospirosis, performing
routine serological tests using the Microscopic Agglutination Test (MAT) technique, and
molecular biology research using the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique.
Additionally, | had the opportunity to observe the culture and maintenance of samples
containing live Leptospira spp. Additionally, it was possible to participate in the research
activities conducted in the laboratory, leading to the preparation of a scientific article aimed at
detecting the presence of anti-Leptospira spp. antibodies in samples from donkeys originating
from two properties in the state of Pernambuco, Brazil, where the Australis serogroup was the

most commonly detected.

Keywords: Donkeys; Leptospirosis; Microscopic Agglutination Test, Triage



SUMARIO

CAPTTULO ittt 10
1.1, Introducgdo SODIre 0 ESO ..o 10

1.2.  Descricao do local do eStAQIO ........cccveveiiiiiiieciece e 10

1.3, Descricao das atividades ...........ccceevveieiieieeie e 12

1.3.1. Producdo de Meios de CUltiVO.........cccevvviieiieii s 13

1.3.2. Manutencao de culturas de Leptospira ........ccccceveveerveiesiieseerieseenn 14

1.3.3. Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) .......ccccevveveiieeieeie e 16

1.3.4. Sorogrupagem de culturas de Leptospira Spp. .....ccccevvvevveseeieerveseenn. 19

1.3.5. Diagnostico Molecular da infecgdo por Leptospira Spp. .....c.ccoceeeeeenne 19

1.3.6. Identificag@o da ESPECIE .........cccerieiiiiiiee e 21

1.4.  Discusséo das atividades desenvolVidas...........cccoovrereinieniieiinineenenen, 23
CAPTTULO Tttt 26
2.1 RESUIMO. ...ttt b ettt b e 26

2.2, INTFOAUGAD ..ot 28

2.3. ReVISE0 08 LITEratura .......cooveiiiiiiiiiiiiieiieeee e 29

2.4, Material € MELOAOS ......c..coviiiiiiiree e 31

2.5, RESUITATOS ...ttt 32

2.0 DISCUSSBO......evtteeeietest etttk bbbttt bbbt abe e 33

2.7, CONCIUSBO. .....uiiieeiete e bbbttt 35
COoNSIAEraCOES FIN@AIS.........ciieieciicceee et e e e e re e te e 35
RETEIENCIAS ...ttt ettt 36



CAPITULO I
1.1.Introducéo sobre 0 ESO

A realizacdo do Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) permite ao aluno de
Medicina Veterinaria aprimorar experiéncias em &reas de interesse, contribuindo, dessa
forma, com a formacdo do profissional, dando a oportunidade de aprendizado e
aprofundamento do conhecimento. O ESO consiste em uma carga horaria de 420 horas, sendo
necessario realiza-lo para obter o titulo de bacharel em Medicina Veterinaria.

O estégio foi realizado no periodo de 02/10/2023 a 22/12/2023, totalizando 420 horas.
As atividades foram desenvolvidas no Laboratorio de Bacteriologia Veterinéria (LaBV), na
Universidade Federal Fluminense (UFF), localizado na rua Alameda Barros Terra, n° 57, sala
719, em Sdo Domingos, Niter6i, no estado do Rio de Janeiro. O ESO foi orientado pela
Professora Doutora Erika Fernanda Torres Samico-Fernandes sob supervisdo do Professor
Doutor Walter Lilenbaum.

Dessa forma, objetivou-se acompanhar a rotina pratica do LaBV, focando nas técnicas
laboratoriais e nos estudos com Leptospira spp., desde a manutencdo de culturas vivas da
bactéria a purificacdo de DNA para 0 sequenciamento genético e posterior caracterizacdo
filogenética.

1.2. Descrigdo do local do estagio

O ESO foi realizado nas dependéncias do LaBV, localizado no Instituto Biomédico do
Campus Valonguinhos da UFF. O laboratorio é coordenado pelo Prof. Dr. Walter Lilenbaum.
A equipe conta com trés pos-doutorandos, nove alunos de pds-graduacéo e cinco discentes de
iniciacdo cientifica.

O LaBV ¢é dividido em quatro areas, com uma sala exclusivamente destinada ao
cultivo e as andlises soroldgicas, pelo método de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM),
utilizando um microscopio de campo escuro, e para a manutencdo das culturas vivas de
Leptospira spp. Outra sala destinada apenas a extragdo de DNA de amostras clinicas ou de
pesquisa. Ha também uma sala destinada a realizacdo das analises moleculares, pela Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) e para a purificacdo do DNA e, por fim, a area das salas de
estudo.

Estruturalmente, a sala de sorologia (Figura 1) dispde de uma balanca de preciséo
(Marte AD200), um microscopio de campo escuro (ZEISS AX10 Imager. A2), uma cabine de
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seguranca bioldgica (Pachane® Pa400), uma estufa B.O.D a 29°C e uma incubadora com
agitacéo orbital (QUIMIS®).

Figura 1. Sala de sorologia do Laboratério de Bacteriologia Veterinaria, em destaque o microscopio de

campo escuro e a capela de fluxo laminar.

Fonte: Arquivo Pessoal (2023)

A sala de extracdo de DNA fica isolada das outras areas (figura 2), dispondo de uma
Luminaria de Raio Ultravioleta C Germicida (G-light) para descontaminacdo, além disso,
dispde de uma centrifuga (Eppendorf® 5810 R. 15amp version), de um vortex (LHNH
UNISCIENCE UniVortex) e de um banho seco (KASVI).

Figura 2. Sala de extracdo de DNA do Laboratdrio de Bacteriologia Veterinaria.

Fonte: Arquivo Pessoal (2023)
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A sala de biologia molecular (figura 3) dispde de trés freezers e duas geladeiras, além
disso ha também um micro-ondas para o preparo de gel de agarose, duas cabines
(AirClean®Systems — Ciencor) para a realizacdo do preparo das amostras de PCR, quatro
termocicladores (QIAGEN® QIlAamplifier 96), uma centrifuga de alta velocidade (Loccus),
uma estufa bacteriologica (SOLAB SL-101), uma centrifuga de tubos(CENTRIBIO 80-2B),
uma cuba de eletroforese (PWSys PW600) e um transiluminador (LIFE TECHNOLOGIES
TM TFX-35M).

Figura 3. Sala de Biologia Molecular do Laboratério de Bacteriologia Veterinaria.

Fonte: Arquivo Pessoal (2023).

1.3.Descricao das atividades

Durante a realizacdo do ESO foi possivel acompanhar toda a rotina do LaBV, desde as
atividades de pesquisa em desenvolvimento as analises da rotina clinica. A tabela 1 demonstra
0 quantitativo de espécies que foram avaliadas sorologicamente, pela técnica de SAM, para

diagndstico soroldgico da leptospirose, durante a vigéncia do estagio.
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Tabela 1. Espécies animais avaliadas pela Técnica de Soroaglutinacdo Microscépica durante o periodo do
Estagio Supervisionado Obrigatdrio (ESO).

Espécie Animal Quantidade Positivos ~ Percentual de animais positivos (%)
Canina 72 20 26,87
Equina 28 13 10,44
Bovina 168 113 62,69
Total 268 146 100

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Além da sorologia, foi possivel acompanhar atividades que estavam sendo
desenvolvidas, destacando a manutencdo das culturas vivas de Leptospira spp. e a PCR,
visando o diagnostico da Leptospirose em animais com suspeita clinica e para a pesquisa. As

atividades realizadas estdo dispostas na tabela 2.

Tabela 2. Atividades desenvolvidas e/ou acompanhadas durante o periodo do Estagio Supervisionado
Obrigatério (ESO)

Atividade Frequéncia Percentual (%)
Avaliacédo de culturas 144 19,83%
Repique de culturas 144 19,83%
Preparo de meios de cultura 1 0,13%
Preparo e armazenamento de culturas em 1 0,13%
nitrogénio liquido (-196°C)
Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) 268 36,93%
Extracdo de DNA 50 6,9%
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) 88 12,12%
Purificacdo de DNA para sequenciamento 30 4,13%
Total 726 100%

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

1.3.1. Producéo de Meios de Cultivo

Para garantir o sucesso no cultivo microbiolégico é indispensavel utilizar o meio ideal
para 0 microrganismo de elei¢do (Tortora, Funke, Case., 2016). No que consiste o cultivo de
Leptospira spp. podem ser utilizados os meios Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH), enriquecido ou ndao com um coquetel de antibidticos (Staff), descritos na tabela 3,

Fletcher e 0 meio T80/40LH.
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Os meios EMJH e EMJH enriquecido com Staff s&o os mais utilizados para o cultivo,
0 meio Fletcher € suplementado com soro de coelho para aumentar a quantidade de nutrientes
disponiveis as bactérias, e o T80/40LH € mais utilizado para o isolamento de espécies de
Leptospira fastidiosas e de amostras a campo. Para a producdo de todos os meios, séo
seguidas as instrucdes do fabricante e posterior ajuste de pH, apos isso sdo armazenados a 5°C
por até 3 meses.

Tabela 3. Componentes do coquetel Staff utilizado para cultivo de Leptospira spp.

Reagente Volume/1000ml
Sulfametoxazol 0,49
Trimetropim 0,29
Anfotericina B 0,059
Fosfomicina 49
5-Fluoracil 19

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

1.3.2. Manutencéo de culturas de Leptospira

O cultivo de Leptospira spp. € um dos maiores desafios para pesquisadores e
laboratérios de microbiologia, isso devido as caracteristicas da bactéria que tem crescimento
lento e fastidioso (Steinparzer et al., 2021), entretanto é de extrema importancia para
compreensdo epidemioldgica do agente em um determinado local (Sykes et al., 2022). A
manutencdo das culturas € indispensavel para o sucesso da realizacdo da SAM, visto que a sua
qualidade é essencial para o teste.

Nesse contexto, foi realizada a avaliacdo das culturas semanalmente, avaliando a
relacdo entre a quantidade e viabilidade das bactérias e a quantidade de contaminantes. Foi
utilizado uma escala de 1 a 4 para os dois parametros, sendo o resultado da avaliacdo dados
em proporcdo na forma qualidade de Leptospira spp. para a presenca de contaminantes. Na
figura 4 é possivel observar um campo representando uma cultura 4:0, onde ha uma grande

quantidade de Leptospiras e nada de contaminantes.
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Figura 4. Avaliacdo de cultura de Leptospira spp. apresentando uma grande quantidade de bactérias e auséncia

de contaminantes.

Fonte: Arquivo Pessoal (2023).

A partir desses resultados foi realizada a manutencdo, podendo a cultura ser mantida
ou realizados os repiques ou o descarte. Os repiques podem ser em meio EMJH enriquecidos
com Staff. Porém, pode ser realizado o repique em meios sem Staff, sendo essa alternativa
utilizada quando a viabilidade da amostra estava baixa, com o intuito de ndo prejudicar o
desenvolvimento do agente e perda da amostra.

Para o repique, foram utilizados 500 pL da cultura em 5 mL de meio EMJH. Todas
essas etapas foram, obrigatoriamente, realizadas em capela de protecdo biolégica com fluxo
de ar laminar, para a seguranca do manipulador e para evitar a contaminagdo das culturas
(Figura 5).

A conservacao de culturas das bactérias € realizada em nitrogénio liquido (-196°C).
Para essa finalidade, foram aliquotadas, em criotubo de 2 mL, 975 uL de culturas vivas,
vidveis de Leptospira spp e 25 uL de Dimetilsulféxido (DMSO). O meio contendo bactérias e
crioprotetor foi homogeneizado levemente e armazenado em botijdo de nitrogénio liquido
(ET-40 MVE). Para a reativagdo das amostras os meios foram descongelados em temperatura

ambiente e realizado o repique em EMJH e Staff.
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Figura 5. Manipulac&o de culturas em capela de protecéo bioldgica com fluxo de ar laminar

Fonte: Arquivo Pessoal (2023).

Figura 6. Rack para o armazenamento de Leptospira spp. em nitrogénio liquido (-196°C)

Fonte: Arquivo Pessoal (2023)

1.3.3. Soroaglutinacdo Microscépica (SAM)

A SAM foi realizada de acordo com o que estd estabelecido pela Organizagdo
Mundial da Satude Animal - OMSA (2021). Nesse contexto, para a execucdo do exame, foram
utilizados o soro dos animais e culturas vivas de Leptospira spp. A leitura do teste foi feita em

microscopio de campo escuro, apds a incubacdo das amostras por uma hora e meia a 37°C.
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Na figura 7 estdo ilustradas as etapas de como foi realizada a SAM. Como a
epidemiologia da leptospirose do estado do Rio de Janeiro ja é bem estabelecida, foram
utilizados os sorovares mais prevalentes da regido em cada espécie. Dessa forma, para caninos
foram utilizados os sorovares Canicola, Pomona, RGA e Copenhageni; para os equinos foram
utilizados Canicola, Pomona, RGA, Copenhageni, Australis, Autumnalis, Guaricura e
Grippotyphosa; e para bovinos foram utilizados Canicola, Pomona, RGA, Copenhageni,

Australis, Autumnalis, Guaricura, Grippotyphosa e Hardjo.

Figura 7. Desenho esquematico das etapas realizadas para a Soroaglutinagdo Microscépica

1:100 - cut off

Cultura de
Leptospira
Solugao spp.
Salina <

Apés incubagéo

Leitura em
Microscépio de
campo escuro

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
O soro foi diluido em uma proporcao de 1:50, sendo utilizados 20 pL de soro e 980

uL de solucgéo salina. Posteriormente, 50 pL dessa diluicdo foram depositados em placas de
pocos contendo 50 pL de culturas de Leptospira spp. A placa foi incubada em estufa
bacterioldgica a 37°C por uma hora e meia. Na figura 8 estdo os materiais necessarios para a
SAM.
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Figura 8. Materiais necessarios para realizagdo da Soroaglutinagdo Microscopica (SAM).

Fonte: Arquivo Pessoal (2023)
A placa de pocos foi devidamente identificada com os sorovares a serem testados, o

controle e a identificacdo dos animais (Figura 9)

Figura 9. Placa de pocos preparada para depdsito das amostras para a realizacdo da Soroaglutinacdo
Microscépica.

Fonte: Arquivo Pessoal (2023)

O ponto de corte, ou cut off, varia de acordo com a espécie, para caninos e equinos, o
animal foi considerado reagente quando houve aglomeracéo de 1:200, para bovinos, por conta
18



da individualidade da espécie, considerou-se 1:100. Animais com titulacdo entre 1:200 e
1:400 foram considerados fracos reagentes e acima de 1:800 fortes reagentes.

1.3.4. Sorogrupagem de culturas de Leptospira spp.

A sorogrupagem € a técnica utilizada para a determinacéo dos sorogrupos, Vvisto que
nesse teste se realiza uma SAM com antissoros contendo anticorpos anti-Leptospira spp.
sorovar especifico (Royal Tropical Institute — KIT), podendo realizar a caracterizacdo
soroldgica das estirpes e dos isolados clinicos (Faine et al., 2000).

Os antissoros foram reconstituidos com &gua destilada e, inicialmente, diluidos em
solucdo salina em uma proporcdo de 1:25, posteriormente foram diluidos novamente em
solucdo salina, na proporcdo final de 1:400. Apos isso, 50uL de antissoro foram depositados
em microplaca de 96 pocos junto a 50uL da cultura a ser testada, com diluicdo final de 1:800.
As placas foram incubadas a 37°C por duas horas e a leitura foi realizada em microscépio de
campo escuro.

As amostras que apresentaram aglutinacdo maior ou igual a 50% foram consideradas
reagentes e quando houve reacdo a varios sorovares do mesmo sorogrupo foi realizada uma
outra titulacdo, nesse caso de 1:1600 até 1:204.800 com intuito de verificar o sorovar mais

provavel.

1.3.5. Diagndstico Molecular da infec¢do por Leptospira spp.

Para a extracdo do DNA das amostras a serem testadas para a presenca do DNA de
Leptopsira spp. foram utilizados os kits DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, California,
EUA), para Muco Cervico Vaginal (MCV) e Utero, e 0 Promega Wizard SV Genomic DNA
Purification System (Promega, Madison, W1, USA) para urina e outros tecidos.

O gene LipL32 é o gene de eleicdo para o diagndstico da leptospirose, sendo
encontrado apenas em espécies de Leptospiras patogénicas (Guernier et al., 2018), ja o SecY é
0 gene de elei¢do para caracterizacdo da espécie, por conta de suas caracteristicas desejaveis,
visto que apresenta maior polimorfismo comparado ao LipL32 (Di Azevedo; Lilenbaum.,
2021). No desenho esquematico (Figura 10), estdo exemplificadas as etapas para a realizacéo
da PCR.
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Figura 10. Etapas para a realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para o diagndstico de
leptospirose.

Extragdo de DNA

* Urina - o Promega Wizard SV
Genomic DNA Purification
System  (Promega, Madison, Wi,
USA)

MCV - DNeasy® Blood & Tissue
Kit (Qiagen, Calwforma EUA

-\ -

Produto da - =
PCR Gene LipL32 ey

Termociclador Eletroforese

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
Os primers utilizados para 0 gene LipL32 foram descritos por Stoddard et al. (2009)

(LipL32_45F - 5’AAG CAT TAC TTG CGC TGG TG 3’ e LipL32 286R - S'TTT CAG CCA
GAA CTC CGA TT 3'), como controle positivo € utilizada a cepa Leptospira interrogans
sorovar Copenhageni (str. Fiocruz L1-130), que abre um fragmento de 242 pb. Na tabela 4
estdo dispostos todos os componentes da PCR, assim com seus respectivos volumes

necessarios para a realizagdo da reacéo.

Tabela 4. Reagentes para o preparo do mix da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com enfoque no gene
LipL32 para deteccdo do DNA de espécies patogénicas de Leptospira.

Reagente Volume (uL)
Buffer 1,25
MgCl> 2
dNTP 1,25

Primer F 0,75

Primer R 0,75

Taq 0,2
DNA 3
H20 3,3

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Apds o preparo do mix, os criotubos foram depositados em termociclador. Na tabela 5
estdo dispostas as etapas e o perfil térmico utilizado. Ap6s o término da reagdo, as amostras
podem ser congeladas ou seguir para a eletroforese, em gel de agarose a 1,5%, a 100V, 150
mA e 120 W, por 40 minutos. Foram utilizados 3uL de Gel Red (Gel Red™ Nucleic Acid -
BIOTIUM), 3uL de Azul de Bromo (6x Gel Loading Dye - Sinapse inc.) e 10 uL de produto
da PCR. O resultado foi revelado em transiluminador (LIFE TECHNOLOGIES TM TFX-
35M (Figura 11).

Tabela 5. Etapas realizadas para amplificagdo do gene LipL32 de espécies patogénicas de Leptospira.

Etapas Temperatura Tempo
Desnaturacéo Inicial 94°C 2 min
Desnaturacéo 94°C 30 seg
Hibridizacéo dos Primers 53°C 30 seg x 40 Ciclos
Extenséo 72°C 1 min
Extenséao Final 72°C 5 min
Temp. de Manutencao 4°C 0

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 11. Revelacdo do gene SecY — outer em gel de agarose a 1,5%.

1.2 3.4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

——— — p— p— _—

_24‘22’ 23’ 24_1} 25 26 27 28 29 30,31 32 33- 34- 35- 36- 37 38 39 .40

Fonte: Arquivo Pessoal (2023)

1.3.6. ldentificacdo da Espécie

Para a identificacdo da espécie de Leptospira sdo selecionadas as amostras que
previamente foram positivas na PCR para o gene LipL32. Inicialmente é realizado uma
Nested PCR com foco no gene SecY, que apresenta caracteristicas desejaveis para essa
finalidade, sendo menos conservado quando comparado ao LipL32, o que implica em um

melhor marcador taxonémico. Entdo, € conduzida uma amplificacdo usando os primers
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secY_outerF (5'-ATGCCGATCATTTTTGCTTC-3) e secY_outerR (5'-
CCGTCCCTTAATTTTAGACTTCTTC-3'), de acordo com o descrito por Ahmed et al.
(2009) e, posteriormente, os amplicons sdo incluidos em uma segunda reacdo, utilizando os
primers secY_inner_F (5-CCTCAGACGATTATTCAATGGTTATC-3') e secY_inner_R (5
AGAAGAGAAGTTCCACCGAATG-3) (Grillové et al., 2020). Na tabela 6 estdo dispostos
todos os componentes da PCR, assim como seus respectivos volumes necessarios para a

realizacéo da reacao.

Tabela 6. Reagentes para o preparo do mix da NestedPCR com enfoque no gene SecY -outer e SecY -inner

Reagente SecY-outer SecY-inner
Buffer 2,5uL 5uL
MgCl; 1,75 uL 3uL
dNTP 15uL 2uL

Primer F 1uL luL

Primer R 1uL luL

Taq 0,3uL 0,2 uL
DNA 3uL SuL
H20 12,5uL 32.8uL

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Nas tabela 7 e 8 estdo dispostas as etapas e o respectivo perfil térmico para a PCR

com foco nos genes SecY-outer e SecY-inner.

Tabela 7. Etapas realizadas para amplificagdo com os primers SecY-outer

Etapas Temperatura Tempo
Desnaturacéo Inicial 94°C 5 min
Desnaturacéo 94°C 30 seg
Hibridizacdo dos Primers 54°C 30 seg x 40 Ciclos
Extensao 72°C 45 seg
Extenséo Final 72°C 5 min
Manutencao 4°C o0

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
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Tabela 8. Etapas realizadas para amplificacdo com os primers SecY-inner

Etapas Temperatura Tempo
Desnaturacéo Inicial 94°C 5 min
Desnaturacéo 94°C 30 seg
Hibridizacéo dos Primers 54°C 30 seg x 35 Ciclos
Extensao 72°C 45 seg
Extens&o Final 72°C 5 min
Manutencao 4°C ©

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

As amostras que forem positivas para 0 gene SecY sdo purificadas com o Kit PCR
Clean-Up System (Promega, EUA), de acordo com as instru¢fes do fabricante, e destinadas a
identificacdo da espécie. As reacfes de sequenciamento sdo realizadas em parceria com a
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) usando o kit Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, EUA) em um sequenciador automéatico de DNA 3100 de
acordo com as instrucdes do fabricante.

A ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST - NCBI,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) € utilizada para identificar as espécies de Leptospira spp.
com base na similaridade de nucleotideos. As sequéncias do gene SecY sao selecionadas no
GenBank e selecionadas para a andlise filogenética e o alinhamento das sequéncias €
realizado no software ClustalX v 2.0 (Larkin et al. 2007)

Apdbs o término da reacdo as amostras podem ser congeladas ou seguir para a
eletroforese, em gel de agarose a 1,5%, a 100V, 150 mA e 120 W, por 40 minutos. Foram
utilizados 3uL de Gel Red (Gel Red™ Nucleic Acid - BIOTIUM), 3uL de Azul de Bromo (6x
Gel Loading Dye - Sinapse inc.) e 10 uL de produto da PCR. O resultado foi revelado em
transiluminador (LIFE TECHNOLOGIES TM TFX-35M) e fotodocumentado.

1.4. Discusséo das atividades desenvolvidas

De acordo com o que foi exposto, é possivel perceber que a sorologia foi a técnica
mais trabalhada durante o periodo do estagio, além disso, a espécie bovina foi a mais
avaliada, frequéncia (62,69%), demonstrando a importancia da técnica para o diagnostico da

Leptospirose, sendo essa preconizada pela OMSA (2021).
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A SAM ¢ uma técnica soroldgica efetiva para o diagnostico da Leptospirose,
especialmente para a doenca na forma aguda, quando se tem a leptospiremia, com
consequente aumento da producdo de anticorpos, e desse modo, uma reacdo mais efetiva
(Furquim; Santos; Mathias, 2020). Portanto é uma técnica onde ocorre a reacdo entre o
antigeno, utilizando culturas vivas de Leptospira spp. € 0s anticorpos, presentes no soro do
animal, sendo mais sensivel para a classe IgM (Levett, 2001).

Para que a sorologia seja efetiva a manutencéo das culturas de bactéria é necessaria.
Desse modo, a avaliacdo dos meios quanto a concentracdo de Leptospira spp. viaveis e a
relagdo entre a quantidade de bactérias e contaminantes se torna indispensavel. Ademais,
providenciar um banco de amostras é imprescindivel, visto que o cultivo de Leptospira spp.
ainda é um desafio por conta de caracteristicas individuais do agente (Faine et al., 2000; Di
Azevedo; Lilenbaum, 2020).

Apesar de ser uma técnica efetiva para o diagndstico, e ainda a mais utilizada, a
SAM é pouco sensivel para a deteccdo de quadros crénicos da doenca (Nally et al., 2018),
além disso, uma outra desvantagem estd relacionada a ndo diferenciacdo dos anticorpos
vacinais (Martin et al., 2014). Sendo assim, com 0 avanco da biologia molecular, é possivel
usufruir da PCR com o intuito de fechar um diagndstico mais sensivel para a leptospirose,
especialmente em animais que apresentem um quadro clinico cronico da doenga (Di Azevedo;
Lilenbaum, 2020).

O gene de eleicdo para a realizacdo da PCR € o LipL32, presente apenas em espécies
de Leptospira patogénicas (Stoddard et al., 2009). A nivel de rotina, os testes sdo realizados
apenas para esse gene, entretanto, quando se fala em pesquisa, é realizada também a PCR com
foco no gene SecY, sendo esse 0 mais utilizado para o sequenciamento, sendo um marcador
genético eficiente para identificacdo das espécies de bactérias do género Leptospira (Di
Azevedo; Lilenbaum, 2021).

O gene SecY ndo é especifico das Leptospiras, podendo ser encontrado em outras
bactérias, por conta disso, deve ser realizada a PCR para o gene LipL32, antes de realizar a
pesquisa do gene SecY. Entretanto, ele é um gene com maior polimorfismo comparado ao
LipL32, o que infere em um melhor marcador taxondémico, devido as variagdes que ocorrem
entre os diversos sorovares de Leptospira ja registrados (Di Azevedo; Lilenbaum, 2021).

A realizacdo da caracterizagdo genética é fundamental, isso porque, a partir do
resultado dessa andlise, € possivel compreender o género Leptospira a nivel de espécie em um

local especifico, contribuindo para o entendimento epidemioldgico da regido (Di Azevedo et
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al., 2023). Sendo assim, é possivel pressupor quais as possiveis formas de transmissdo e
compreender a cadeia epidemioldgica de uma forma geral.

A leptospirose € uma doenca de grande impacto na saude publica, refletindo também
na cadeia de producdo, visto que, ao atingir os animais de producdo, acarreta gastos com
diagnostico e tratamento de individuos doentes (Sohm et al., 2023). O LaBV tem suas
atividades de pesquisa focadas apenas em animais de producéo, visando mais especificamente
a Leptospirose Genital.

Desse modo, foi possivel acompanhar os estudos realizados na éarea, além da
oportunidade de realizar um estudo sorologico do agente em jumentos do estado de
Pernambuco, com o intuito de entender a frequéncia soroldgica dos animais do estado,

compreendendo o estado soroldgico e quais 0s sorogrupos estdo circulando na regiao.
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CAPITULO I
Detecc¢do de anticorpos anti-Leptospira spp. EM ASININOS (Equus asinus) do estado de

Pernambuco - Brasil.

2.1. Resumo

A populacéo de asininos vem diminuindo exponencialmente devido aos avangos tecnologicos,
entretanto, esses animais ainda sdo utilizados para trabalho em pequenas propriedades. No
Brasil, a maior populacdo de jumentos esta concentrada na regido Nordeste. Nesse sentido, é
importante realizar estudos sobre a sanidade dessa espécie, pois 0 contato com 0s seres
humanos acende uma preocupacdo importante na transmissdo de zoonoses. A leptospirose é
uma zoonose causada por bactérias do género Leptospira, que acomete, principalmente, 0s
mamiferos, e apresenta caracteristicas epidemioldgicas que favorecem a transmissao aos seres
humanos. Dessa forma, torna necessario compreender quais 0S SOrogrupos que estdo
acometendo os asininos no estado de Pernambuco. Para isso, objetivou-se com esse trabalho
pesquisar a frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em jumentos de duas propriedades
situadas no estado de Pernambuco pela técnica de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM).
Utilizou-se 25 amostras de soro de asininos, sendo testados os seguintes sorovares: Canicola,
Copenhageni, Pomona, RGA, Australis, Autumnalis, Guaricura, Grippotyphosa, Verdum,
Hardjobovis, Hardjoprajitano e Bratislava, com o intuito de realizar uma triagem nos
rebanhos. As amostras que apresentaram atividade aglutinante 1:100 foram consideradas
reagentes para anticorpos anti-Leptospira spp. Na primeira propriedade, trés animais (30%)
apresentaram reacdo positiva no teste, na segunda, 14 animais (93,33%) foram reagentes.
Como os resultados da SAM sdo expressos em sorogrupos, no geral, foi observado nas
propriedades testadas na Zona da Mata e Agreste Pernambucano, a ocorréncia do sorogrupo
Australis (44%), Sejroe (12%), Autumnalis (8%) e Icterohaemorragiae (4%). Nesse sentido, a
realizacdo da SAM como método de triagem auxilia no diagnostico mais assertivo da infeccao
nos rebanhos. Nas duas propriedades estudadas foi demostrada a complexidade da
leptospirose e sua diversidade de sorogrupos. Sendo assim, € necessario que todos 0s animais
do rebanho 2 sejam testados individualmente para poder tracar um perfil epidemiologico e
assim compreender a real situacdo do rebanho frente a essa importante enfermidade.

Palavras chaves: Leptospirose; jJumentos; sorologia; rebanho
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Abstract

The population of donkeys has been decreasing exponentially due to technological advances,
however, these animals are still utilized for work on small properties. In Brazil, the largest
population of donkeys is concentrated in the Northeast region. In this context, it is important
to conduct studies on the health of this species, as their interaction with humans raises
significant concerns regarding the transmission of zoonotic diseases. Leptospirosis is a
zoonotic disease caused by bacteria of the genus Leptospira, primarily affecting mammals,
and it has epidemiological characteristics that facilitate transmission to humans. Therefore, it
becomes necessary to understand which serogroups are affecting donkeys in the state of
Pernambuco. To achieve this, the aim of this study was to investigate the occurrence of anti-
Leptospira spp. antibodies in donkeys from two properties located in the state of Pernambuco
using the Microscopic Agglutination Test (MAT) technique. Twenty-five serum samples from
donkeys were tested for the following serovars: Canicola, Copenhageni, Pomona, RGA,
Australis, Autumnalis, Guaricura, Grippotyphosa, Verdum, Hardjobovis, Hardjoprajitano, and
Bratislava, with the purpose of screening the herds. Samples showing agglutination activity at
a 1:100 dilution were considered reactive for anti-Leptospira spp. antibodies. In the first
property, three animals (30%) showed a positive reaction in the test, while in the second, 14
animals (93.33%) were reactive. As the results of the MAT are expressed in serogroups,
overall, in the properties tested in the Zona da Mata and Agreste regions of Pernambuco, the
occurrence of the Australis serogroup (44%), Sejroe (12%), Autumnalis (8%), and
Icterohaemorragiae (4%) was observed. In this context, the use of MAT as a screening
method aids in a more accurate diagnosis of this disease in herds. In both properties studied,
the complexity and diversity of Leptospirosis serogroups were demonstrated. Therefore, it is
necessary to individually test all animals in herd 2 to establish an epidemiological profile and
understand the actual situation of the herd concerning this important disease.

Keywords: Leptospirosis; donkeys; serology; herd
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2.2. Introdugéo

A leptospirose € uma doenga causada por bactérias do género Leptospira, atualmente
distribuida em todo o mundo (Bradley; Lockaby, 2023), desse modo, representa um grande
desafio a nivel de saude publica. O ciclo de transmissdo do agente ocorre pelo contato ou
ingestdo de &gua contaminada, assim como o contato com fluidos de animais infectados
(Chiani et al. 2023; Diaz et al. 2023). Em todos os casos, 0 ser humano é um hospedeiro
acidental, podendo ser considerada uma doenca ocupacional e negligenciada (Karpagam;
Ganesh, 2020; Strand et al., 2023).

Apesar de convencionalmente ser associada majoritariamente aos roedores, 0S
animais de companhia e de producdo sdo amplamente afetados pela doenga, participando
ativamente do ciclo epidemioldgico, representando um problema no contexto da Satde Unica
devido ao contato proximo desses com 0s seres humanos (Azocar-Aedo, 2023). Para 0s
animais de produgdo espera-se a queda da produtividade e, na sua forma cronica, 0s
problemas da esfera reprodutiva, trazendo consequéncias econdmicas ao produtor (Aymée et
al. 2023).

Os equideos, de maneira geral, apresentam quatro formas clinicas descritas, sendo
elas: a ocular, na qual o animal manifesta a uveite; a hepatorrenal, marcada pela ictericia; a
pulmonar, associada a um quadro respiratorio agudo e a sindrome reprodutiva, que pode
resultar em abortos, natimortos, potros fracos, repeticdo de estro e outras perdas gestacionais.
(Broux et al., 2012; Divers, 2022; Gilger; Degroote; Deeg, 2022; Hamond et al., 2015).

Em relacdo aos jumentos (Equus asinus), ha poucos estudos que buscaram investigar
a relacdo desses animais frente a infecgdo por Leptospira spp. (Morais et al., 2023). Porém,
eles estdo presentes no dia a dia de muitos pequenos produtores, inclusive na regido Nordeste
do Brasil. Desta forma,é importante entender o perfil soroldgico desses animais para a
compreensdo do papel epidemioldgico deles no ciclo de transmissdo e manutencdo da doenca
(Daddy et al., 2020).

Na regido Nordeste do Brasil ja se tem alguns trabalhos demonstrando que os asininos
sdo acometidos pela doenca, no estado da Paraiba e no sertdo de Pernambuco (Galvéo et al.,
2022; Morais et al., 2019, Morais et al., 2023). Porém, o estado pernambucano é subdividido
em trés mesorregides, sendo elas o Sertdo, o Agreste e a Zona da Mata (Lopes et al., 2017),
tornando-se necessario realizar a pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. em todos eles,

para que seja possivel a compreensao epidemioldgica do estado como um todo.
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Dessa forma, pouco se sabe sobre o perfil soroldgico da leptospirose nos rebanhos de
asininos do estado de Pernambuco. Entdo, o presente trabalho buscou realizar uma
investigacdo soroldgica, pela técnica de Soroaglutinacdo Microscépica, de asininos para a
triagem da infeccédo por Leptospira spp. em duas propriedades localizadas na zona da mata e
no agreste do estado, com intuito de entender a frequéncia de anticorpos anti-Leptospira spp

em asininos de Pernambuco.

2.3. Reviséo de Literatura

A populagdo estimada de asininos, no Brasil, em 2017, contabilizava,
aproximadamente, 376.874 animais (Queiroz; Gameiro; Zanella, 2020). J& o quantitativo
mundial, em 2021, apresentava 50.451.887 cabecas (Norris et al. 2021). O Brasil apresenta
uma problematica importante em relagdo aos jumentos, por conta do declinio populacional,
devido ao abate para a importacdo de carne e pele para a China, o que levou a quase extingédo
da espécie no territério nacional (Gameiro; Rezende; Zanella., 2021).

Os jumentos sdao amplamente utilizados em todo o mundo, ndo apenas para trabalho,
mas também para 0 consumo humano, seja do leite ou da carne (Maggs; Ainslie; Bennett,
2023). O leite de jumenta apresenta propriedades desejaveis, sendo semelhante ao leite
humano, manifestando caracteristicas antioxidantes, antimicrobianas ¢ antifingicas (Balo§ et
al., 2023). Sendo assim, essa espécie estd amplamente em contato com o0s seres humanos, o
que acende a preocupacao em relacéo a prevencgdo e a transmissdo de doengas infecciosas por
esses animais (Camara et al., 2020; Ngetich; Chepkirui, 2020).

As doencas que atingem o0s jumentos sdo semelhantes a dos cavalos e mulas,
entretanto, ha algumas diferencas importantes na forma com a qual esses animais as
expressam (Cémara et al., 2020). Diferentemente dos equinos, na maioria das vezes, 0S
asininos ndo apresentam sinais clinicos tipicos das enfermidades, o que lhes concede a falsa
fama de resistentes (Barrandeguy; Carossino, 2018).

Avancando para a compreensao da enfermidade em questdo sabe-se que a leptospirose
é uma doenca que pode atingir todos os animais de uma area (Cilia et al., 2021). Portanto,
investigacdes em relacdo ao patdgeno sdo inevitaveis para o conhecimento do estado
epidemioldgico de uma regido (Sykes et al., 2022). Os jumentos, assim como 0s cavalos, séo
afetados pela Leptospira spp. o0 que concede a eles um papel importante no ciclo de

transmissdo e manutengdo do agente (Morais et al., 2023).
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Apesar dessa importancia do ponto de vista epidemiol6gico, h& poucos trabalhos

disponiveis que buscam estudar a relagdo da leptospirose em asininos. Sabe-se que atualmente

0s métodos diagndsticos da doenca sdo diretos, PCR e cultura de amostras clinicas, e

indiretos, como a SAM. Sendo assim, demonstra-se na Tabela 1 os trabalhos que foram

realizados desde 2000 até 2023, que tiveram éxito no diagnostico da leptospirose em

jumentos.

Tabela 1. Estudos publicados que tiveram éxito no diagnéstico da leptospirose em asininos entre os anos 2000 e

Local Técnica Material Sorogrupo/Espécie Autor
Iran SAM Soro Grippothyphosa Hajikolaei et al.,
2005
Marrocos SAM Soro Australis Benkirane et al.,
2014
Brasil SAM Soro Panama Filho et al., 2014
Egito SAM Soro Serjoe Haggag et al., 2015
Egito SAM Soro Canicola Samir et al., 2015
Caribe PCR Urina - Grevemeyer et al.,
2016
Lituania SAM Soro Grippotyphosa e Stankeviciené et al.,
Celledoni 2016
México SAM Soro Icterohaemorrhagiae  Alvarado-Esquivel
etal., 2018
Senegal SAM Soro Icterohemorrhagiae Roqueplo et al.,
2019
Brasil SAM Soro Icterohaemorrhagiae Laraetal., 2019
Brasil SAM Soro Icterohemorrhagiae ~ Morais et al., 2019
Brasil SAM Soro Australis Morais et al., 2019
Africa do SAM Soro Bratislava Daddy et al., 2020
Sul
Ird SAM Soro Canicola Maleki; Zakian;
Abdollahpour, 2021
Brasil SAM Soro Tarassovi Pires et al., 2022
Brasil SAM Soro Pomona Galvéo et al., 2022
Brasil SAM Soro Djasiman Romanowski et al.,
2023
Italia gPCR Urina Leptospira Piredda et al., 2023
interrogans
sorovar Pomona
Italia Cultura Urina Leptospira Piredda; Bertoldi;
montravelensis Chisu et al., 2023
Soro/
Urina/Liquido Morais et al., 2023
Brasil PCR/Cultura Vagina/Liquido -

Prepucial

SAM: Soroaglutinagdo Microscopica; gPCR: Reacédo de Cadeia da Polimerase em Tempo Real; PCR: Reacéo de

Cadeia da Polimerase
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E possivel perceber que a sorologia ainda é o método mais utilizado para o diagnostico
da leptospirose nos asininos. Loureiro; Lilenbaum (2020) discutiram em seu trabalho uma
nova sindrome da doenca, a Leptospirose Genital Bovina, Di Azevedo; Lilenbaum (2022)
trazem a tona a sindrome reprodutiva nos equinos. Em ambos os casos, a SAM deve ser
utilizada apenas como triagem de rebanho, ndo sendo sensivel para o diagndstico da
leptospirose genital.

A presenca de Leptospira spp. no trato genital de jumentos foi descrita pela primeira
vez por Morais et al., (2023), que teve éxito no isolamento de bactérias em materiais
provenientes do trato reprodutivo. Desse modo, é necessario que mais trabalhos sejam
realizados, buscando entender o impacto da leptospirose genital nos asininos, além disso,
realizar o sequenciamento genético do DNA isolado para que seja possivel compreender quais
sdo as principais espécies de Leptospira spp. que atingem esses animais, € comparar esses

resultados com o que se tem disponivel na literatura em cavalos.

2.4. Material e métodos

Comité de Etica

O estudo foi realizado no LaBV da UFF, respeitando todos os aspectos éticos de uso
de animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob registro n® 2180100522

Coleta das amostras biologicas

As coletas foram realizadas em duas propriedades do estado de Pernambuco em
animais assintomaticos e ndo vacinados. Na propriedade 1, situada no municipio de Carpina,
Zona da Mata Pernambucana, foram coletados soros de todos os animais, 10. Na propriedade
2, localizada em Garanhuns, no Agreste Pernambucano, todos os animais estavam prenhas, as
coletas foram por conveniéncia, no total foram coletados soros de 15 jumentas, de um
rebanho de 29 animais.

As amostras de sangue foram obtidas pela veia jugular utilizando agulhas do tipo
Vacutainer® em tubo com ativador de coagulo (5mL), apds antissepsia do local.
Posteriormente, foram centrifugadas a 1000 xg por 10 minutos, aliquotados em microtubos e
armazenados a -20°C até o momento da realizacdo do exame.

Analise Sorologica

Para pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. foi utilizada a técnica de
Soroaglutinacdo Microscopica, segundo a Organizacdo da Saude Animal () (OMSA, 2021).
Foram testados 12 sorovares, sendo eles: Canicola, Copenhageni, Pomona, RGA, Australis,

Autumnalis, Guaricura, Grippotyphosa, Verdum, Hardjobovis, Hardjoprajitano e Bratislava.
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Amostras que apresentaram atividade aglutinante 1:100 foram consideradas reagentes,
seguindo para a titulacdo seriada, sendo o maior titulo correspondente ao sorogrupo.

2.5. Resultados

Dos 25 animais testados, 17 (68%) apresentaram titulagdo maior ou igual a 1:100.
Dessa forma, na primeira propriedade trés animais (30%) foram reagentes, enquanto na
segunda propriedade, 14 (93,33%) apresentaram resultados positivos para anticorpos anti-
Leptospira spp. Na tabela 1 estdo dispostas as titulagdes encontradas na propriedade 1 e seus
respectivos sorovares, um animal foi positivo para o sorovar RGA, um animal foi positivo

para o sorovar Australis e outro positivo para o sorovar Autumnalis.

Tabela 1.: Resultado do teste de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) para detecgdo de anticorpos anti-

Leptospira em asininos da propriedade 1, Zona da Mata Pernambucana.

Titulo
Animais 1:100 1:200 1:400 1:800
RGA - - -
- - AUS -
Aut - - -

Boo~vwooarwnr
1
1
1
1

RGA; Aut: Autumnalis; Aus: Australis.

Na tabela 2 estdo dispostas as titulagdes encontradas na propriedade 2, onde 11
animais foram positivos para o sorovar Australis, dois animais para o sorovar Guaricura e um

animal para o sorovar Hardjobovis.
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Tabela 2. Resultado do teste de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) dos animais da propriedade 2

Animais 1:100 1:200 1:400 1:800
1 Aus - - -
2 - Aus - -
3 - Aus - -
4 - - - Hb
5 - Aus - -
6 Aus - - -
7 Aus - - -
8 Aus - - -
9 - Aus - -

10 - Aus - -
11 - - - -
12 - Gua - -
13 - Aus - -
14 - Aus - -
15 Gua - - -

Aus: Australis; Gua: Guaricura; Hb: Hlardjobovis

Sendo assim, de forma geral, 14 animais foram reagentes ao sorovar Australis, dois
ao sorovar Guaricura, um ao sorovar RGA, um ao sorovar Hardjobovis. Demostrando, desse
modo, que o sorogrupo Australis foi 0 que mais ocorreu nos rebanhos testados. Entretanto 0s
resultados da SAM sdo expressos a hivel de sorogrupo. Portanto, foi detectado, nas
propriedades testadas na Zona da Mata e Agreste Pernambucano, os sorogrupos Australis
(44%), Sejroe (12%), Autumnalis (8%) e Icterohaemorragiae (4%).

2.6. Discusséo

A SAM é um método importante para entender o estado soroldgico a nivel de
rebanho, sendo utilizada como método de triagem (Loureiro; Lilenbaum, 2020). Na
propriedade 1, os animais ndo apresentavam sinais clinicos condizentes com a doenca na
época em que foram coletadas as amostras. Entretanto, os resultados obtidos ja indicam a
circulacdo de Leptospira spp. na regido, sendo entdo interessante implementar a vacinagédo
desses animais para prevencdo da leptospirose, visto que esses estdo em contato continuo com
seres humanos e outros mamiferos, podendo ser carreadores do agente (Lara et al., 2019).

O sorogrupo Australis € considerado adaptado aos equinos (Romanowski et al.,
2023), nesse caso, 0S animais ndo costumam apresentar a sintomatologia classica da
leptospirose, mas apresentam sinais cronicos, podendo refletir inclusive, em aspectos

reprodutivos (Di Azevedo; Lilenbaum, 2022). Portanto, a condicéo soroldgica da propriedade
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2 € preocupante devido ao grande nimero de animais positivos na triagem para 0 sorogrupo
em quest&o.

Pinna et al., (2013) constataram que, em éguas, a soropositividade a Leptospira spp.
estd associada a perdas reprodutivas em todas as fases da gestacdo. Entretanto, com o0 avanco
da biologia molecular, o método ideal para o diagndstico individual da leptospirose genital é a
PCR, avaliando materiais provenientes do trato reprodutivo, podendo ser utilizado o muco
cérvicovaginal (MCV), a biopsia uterina e o sémen (Loureiro; Lilenbaum, 2020). Desse
modo, é indispensavel que sejam realizados testes moleculares nos individuos do rebanho 2,
visto que, com os resultados da SAM, foi constatado a circulacdo de Leptospiras spp. na
propriedade.

A prevaléncia soroldgica em asininos ja foi estudada por Galvéo et al., (2022), na
regido semiarida do nordeste brasileiro, onde o sorogrupo Pomona (79%) foi o mais
prevalente, o Australis, por sua vez, foi detectado em apenas 6% dos animais positivos. Esses
dados demonstram uma discrepancia da situacdo soroldgica em relacdo aos rebanhos desse
estudo. Aléem disso, ilustra a complexidade epidemioldgica da leptospirose, confirmando a
importancia de se realizar levantamentos sorologicos a fim de descobrir quais sorovares
circulam nas diversas regides (Jara et al., 2019).

Outros trabalhos realizados no Brasil demonstram os diferentes sorogrupos
encontrados em asininos, podendo essas diferencas estarem relacionadas com a diversidade da
fauna na regido na qual os animais estdo inseridos. No estado de Sdo Paulo, Lara et al., (2019)
detectou a ocorréncia do sorogrupo Icterohaemorrhagiae em 41,2%, dos animais estudados.
Pires et al., (2023), no estado de Minas Gerais detectou o sorogrupo Tarassovi (14,07%) com
maior frequéncia em relacdo aos outros testados, 0 que novamente diverge dos resultados
obtidos em Pernambuco frente aos animais testados nesse trabalho, além de destacar a
importancia de se conhecer quais 0s sorogrupos mais frequentes no estado.

Em pesquisa na mesorregido do sertdo pernambucano, Morais et al., (2019)
identificaram que o sorogrupo mais frequente em asininos foi o Icterohaemorrhagiae (40,6%),
e 0 Australis, por sua vez, apresentou apenas 27,5%, 0 que, outra vez, difere dos resultados
obtidos nesse estudo. Portanto, além de levarmos em consideracdo a individualidade do
rebanho, é importante pontuar a influéncia dos fatores externos como 0 manejo e o ambiente.

As diferencas entre a situacdo sorologica das regides citadas acima podem estar
relacionadas também as questbes climaticas, sabendo da influéncia dessa no ciclo de

transmissdo da doenca (Alvarado-Esquivel et al., 2018). O estado de Pernambuco apresenta
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trés mesorregides, com diferengas importantes no que consiste ao indice de precipitacdo e
caracterizagdo pluviométrica (Lopes et al., 2017), sendo esses dados relevantes para tracar um
estudo epidemioldgico da leptospirose no estado de Pernambuco.

Outra caracteristica epidemiologica importante a ser destacada em relacdo a
propriedade 2 é a criacdo consorciada com bovinos e ovinos. Tal informagdo justifica a
circulacdo e a deteccdo de anticorpos anti Leptospira spp pertencentes ao sorogrupo Sejroe
nos asininos, Visto que esse € um sorogrupo adaptado aos ruminantes e pode ser transmitida a
outras espécies de forma acidental (Filho et al., 2014; Ellis., 2015).

Neste estudo foi observada alta frequéncia de anticorpos contra 0 sorogrupo
Australis, indicando que os asininos amostrados podem ter sido expostos ao agente pelo
contato com animais infectados ou animais considerados reservatorios, como animais
silvestres e roedores. A falta de adocdo de medidas sanitarias adequadas pode favorecer a
ocorréncia de infeccdo nos animais amostrados, além da observada consorciagdo entre
espécies. Considera-se que novos estudos sorolégicos e moleculares sdo necessarios para se
obter o real risco deste achado para os rebanhos estudados, ja que pode ser considerado um

sorogrupo adaptado a espécie em questdo, levando a consequéncias de ordem reprodutiva.

2.7. Concluséo

A sorologia ainda é o método mais utilizado para o diagnostico da leptospirose,
conhecer o perfil sorolégico de um rebanho é de extrema importancia para a medicina
veterinaria preventiva. A realizacdo da SAM como método de triagem auxilia no diagnostico
mais assertivo da infeccdo em rebanhos. Nas duas propriedades estudadas foram demostradas
a complexidade da leptospirose e sua diversidade de sorogrupos. Sendo assim, é necessario
que todos os animais do rebanho 2 sejam testados individualmente para poder tragar um perfil
soroldgico e molecular, e assim compreender a real situacdo do rebanho frente a essa

importante enfermidade.

Considerac0es Finais

A realizacdo do Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) € indispensavel para a
formacdo do Médico Veterinério, contribuindo para a possibilidade de aperfeicoamento do
que foi ensinado durante todo o processo da graduagé&o.

Sendo assim, finalizar essa etapa do curso no LaBV na UFF permitiu que o aluno

se aprofundasse nas técnicas para o diagnostico laboratorial, especialmente para o diagnostico
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da leptospirose. Além disso, acompanhar a rotina de um Laboratério contribuiu também para
que, como futuro profissional, médico veterinario pesquisador, desenvolvesse a sensibilidade
para perceber a importancia da prevencdo das doencas que trazem consequéncias
reprodutivas, e como a medicina veterinaria preventiva € aliada a esse processo.

Por fim, o convivio e o debate diario com pesquisadores da area possibilitaram o
desenvolvimento do olhar critico e cientifico, auxiliando, assim, na interpretacdo de dados e

resultados de trabalhos cientificos na area da medicina veterinaria preventiva.
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