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RESUMO

Fatores associados a leptospirose em equinos de contingente militar no estado do Rio

Grande do Sul

AUTOR: Mariane Pacheco Bastiani
ORIENTADORA: Prof®. Dr?. Sonia de Avila Botton

A leptospirose ¢ uma das zoonoses mais difundidas no mundo, especialmente em paises em
desenvolvimento, onde representa um problema de saide publica. As bactérias do género
Leptospira podem infectar uma ampla variedade de espécies, as quais podem agir como
reservatorios e/ou portadores renais quando cronicamente infectadas, excretando as bactérias
através da urina. A leptospirose em equinos é, geralmente, assintomadtica, podendo estar
associada a uveite recidivante, abortos, natimortalidade e infec¢do neonatal. Os objetivos
deste estudo foram determinar a ocorréncia de Leptospira spp. e verificar os fatores
associados a infeccdo em equinos provenientes de um contingente militar do estado do Rio
Grande do Sul. Um total de 446 animais foram avaliados, alocados nas seguintes categorias:
309 matrizes (com historico de abortos), 11 garanhdes e 126 animais alocados na categoria
com idade média de 3 anos. Para determina¢do da ocorréncia da populagdo, foi empregada a
técnica de soroaglutinacdo microscopica, bem como foram implementados questionarios para
investigacdo dos fatores de risco presentes no local, onde os animais estavam expostos. A
ocorréncia de leptospirose foi de 54,48% (243/446) na populagdo total. As soroprevaléncias
na populagdo de animais com média de 3 anos de idade, nas matrizes e nos garanhdes foram
de 57,94% (73/126), 54,05% (165/309) e 45,45% (5/11), respectivamente. Em todas as
categorias o sorovar predominante foi Ballum seguido de Icterohaemorrhagiae, exceto nos
garanhdes que foi seguido de Tarassovi. Os principais fatores ambientais associados a
infeccdo foram o contato com diversas fontes de 4gua, presenga de roedores e contato com
animais silvestres e domésticos. A elevada ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. pode
estar associada a presenga de fatores de risco, portanto a exposi¢cao dos animais aos possiveis
reservatorios da infec¢do deve ser minimizada, assim como uma reavaliagdo do protocolo de

profilaxia, possivelmente, através da adogd@o de um menor intervalo entre as vacinagdes.

Palavras-chave: Leptospira spp., zoonose, soroprevaléncia, reservatorios, equinos.



ABSTRACT

Factors associated to leptospirosis in military contingent horses in the state of Rio

Grande do Sul, Brazil

AUTHOR: Mariane Pacheco Bastiani
ADVISOR: Sonia de Avila Botton

Leptospirosis is one of the most widespread zoonoses in the world; especially in developing
countries representing a public health problem. The etiological agent, the bacteria Leptospira
can infect a wide variety of species, which can act as reservoirs and / or renal carriers when
chronically infected, excreting the bacteria through the urine. Leptospirosis in horses is
usually asymptomatic and may be associated with recurrent uveitis, abortion, stillbirth and
neonatal infection. The objectives of this study were to determine the occurrence of
Leptospira spp. and to verify the factors associated to leptospirosis in horses from a military
contingent of the state of Rio Grande do Sul. A total of 446 horses were evaluated and
categorized into 309 mares (with an abortion history), 11 stallions, and 126 horses with an
average age of 3 years. The microscopic serum agglutination technique was used to determine
the seroprevalence of the population, and questionnaires were implemented to investigate the
main factors linked to the infection present at the site to which the animals were exposed. The
occurrence of anti-Leptospira spp. agglutinins was 54.48% (243/446) in the studied
population. In the horses with an average age of 3 years, mares, and stallions the occurrence
was 57.94% (73/126), 54.05% (165/309), and 45.45% (5/11), respectively. In all categories,
the predominant serovar was Ballum followed by Icterohaemorrhagiae; however, in the
stallions, the second most prevalent serovar was Tarassovi. The main ambiance factors were
contact with different water sources, presence of rodents, and contact with wild and domestic
animals. The high occurrence of anti-Leptospira spp. antibodies may be associated with the
presence of these main factors. Therefore, the exposure of horses to possible reservoirs of
Leptospira spp. should be minimized. Moreover, the immunoprophylaxis protocol should be
reviewed and a shorter interval between vaccinations should be adopted to control

leptospirosis, whose economic impact should be evaluated in horse populations.

Keywords: Leptospira spp., zoonosis, soroprevalence, reservoirs, horses.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose ¢ um problema de satde publica mundial por ser uma das zoonoses
mais difundidas. E uma doenca emergente que infecta uma ampla variedade de hospedeiros,
como peixes, répteis, aves, marsupiais ¢ mamiferos (GOMES-SOLECKI; SANTECCHIA;
WERTS, 2017). Trata-se de uma enfermidade ocasionada por bactérias do género Leptospira,
transmitida principalmente pela urina de roedores, em ambientes rurais e urbanos. Ocorre
principalmente em 4reas urbanas de paises em desenvolvimento bem como em regides rurais
de todo o mundo (BHARTI et al., 2003; PEREIRA, 2014).

As espécies animais domésticas sdo suscetiveis a infeccdo pelos diferentes sorovares
de Leptospira spp. Dentre as espécies de producgdo, destaca-se os equinos, uma vez que o
Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo e o maior da América Latina
(MAPA, 2014). A populagdo equina no estado do Rio Grande do Sul (RS) ¢ estimada em
468.691 cabegas (IBGE, 2014). As criagdes de equinos geram mais de US $ 7,3 bilhdes em
atividades econdmicas anualmente. Adicionalmente, a industria equina no Brasil,
especialmente no RS, é uma relevante atividade agricola que combina negdcios, esporte e
lazer e envolve milhdes de pessoas (ALMEIDA; SILVA, 2010). Nas unidades militares o
equino tem sido empregado para seguranga, esporte, lazer, mantendo polos de reproducdo e
manuten¢do destes animais. O objetivo deste tipo de criacdo tem funcdo agregadora e na
formag¢do e atuacdo de profissionais da equitacio (CAMILO, 2017). Neste sentido, o
conhecimento das principais enfermidades que acometem os equinos ¢ fundamental para
determinar sua importancia econdomica e o manejo sanitario adequado aos rebanhos.

Tendo em vista que a leptospirose ¢ uma doenga, na maioria das vezes, subclinica em
equinos, as consequéncias aparecem subitamente, ou seja, quando suspeita-se de leptospirose
a infec¢do ja estd disseminada em um expressivo numero de animais. Além de causar a
enfermidade em equinos, deve-se enfatizar o potencial zoonético deste micro-organismo,
podendo intervir na saude dos trabalhadores e colaboradores. O diagnostico definitivo da
leptospirose auxilia no manejo do plantel, através do reconhecimento do problema e emprego
de tratamento especifico, bem como na implementacdo de medidas adequadas de controle e
profilaxia da infec¢do (FAINE et al. 1999; CASELANI et al., 2012).

Diante do exposto, os objetivos deste estudo foram determinar a ocorréncia de
Leptospira spp. e verificar os fatores associados a infec¢ao em equinos provenientes de um

contingente militar do estado do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO, EPIDEMIOLOGIA E CONTROLE DA LEPTOSPIROSE

O agente da leptospirose ¢ uma bactéria Gram negativa, denominada Leptospira spp.,
com formato helicoidal (espiroqueta) e aerdbica obrigatoria (PEREIRA, 2014; BRASIL,
2017). Existem aproximadamente, 20 espécies reconhecidas do género Leptospira que estao
subdivididas em sorogrupos e sorovares, de acordo com as suas diferencas antigénicas
(FERREIRA; COSTA; PEREIRA, 2014). Atualmente, sdo identificados mais de 24
sorogrupos e mais de 250 sorovares, tendo como base a expressao do lipopolissacarideo (LPS)
exposto na superficie (GOMES, 2015; BHARTI et al., 2003). Cada sorovar possui seu(s)
hospedeiro(s) preferencial(ais), entretanto, uma mesma espécie animal hospedeira pode
albergar um ou mais sorovares (BRASIL, 2017).

Animais infectados podem se tornar portadores por longos periodos de tempo e
excretar 0 micro-organismo na urina, contaminando o meio ambiente, principalmente solo e
agua (ELLIS, 2015; GOMES-SOLECKI; SANTECCHIA; WERTS, 2017). Um amplo
espectro de animais sinantrdpicos, domésticos e selvagens, servem como reservatorios para a
persisténcia de focos de infec¢do por esse agente. No meio urbano, os principais reservatorios
sdo os roedores, especialmente as ratazanas (Rattus norvegicus), os ratos de telhado (Rattus
rattus) e os camundongos (Mus musculus), que sdo cronicamente infectados e assintomaticos.
Contudo, outros animais domésticos foram identificados como reservatorios da bactéria,
incluindo os suinos, os bovinos, os equinos, 0s pequenos ruminantes ¢ os cdes (BRASIL,
2014; GOMES-SOLECKI; SANTECCHIA; WERTS, 2017).

Desta forma, ressalta-se que a infec¢do por Leptospira spp. ocorre, na maioria das
vezes, de maneira indireta, através do contato com dgua ou solo imido contaminado e
subsequente penetracdo da bactéria na pele e mucosas intactas ou lesionadas dos individuos
(FERREIRA; COSTA; PEREIRA, 2014, GOMES-SOLECKI; SANTECCHIA; WERTS,
2017).

Os principais fatores de risco para a infec¢do por Leptospira spp. sdo aqueles que
expoem o individuo suscetivel ao hospedeiro infectado ou ao ambiente contaminado
(VIJAYACHARI; SUGUNAN; SHRIRAM, 2008). Sendo assim, os fatores de risco para a
leptospirose estdo associadas as estagdes do ano chuvosas e as inundagdes, pois propiciam a

disseminagdo e a persisténcia das bactérias no ambiente ¢ também predispdem o contato do
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individuo com 4guas contaminadas, promovendo a ocorréncia de surtos (BRASIL, 2014; OIE,
2014; BRASIL, 2017).

Os sorovares mais frequentes nos diferentes estados brasileiros por espécie animal
doméstica, incluem em ovinos Icterohaemorrhagiae; nos bubalinos Hardjo e Wolffi; em caes
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae e Pyrogenes (FAVERO et al., 2002) e nos equinos
Icterohaemorrhagiae (LILENBAUM, 1998; FAVERO et al., 2002) Grippotyphosa, Pyrogenes
(FAVERO et al., 2002), Bratislava, Pomona (LILENBAUM, 1998; THOMASSIAN, 2005),
Hardjo e Canicola (THOMASSIAN, 2005).

A patogenia da leptospirose em animais ¢ complexa e estd relacionada a multiplos
fatores tais como, localizacdo do patogeno, adaptabilidade ao hospedeiro e aporte
imunoldgico (PINNA et al., 2010). A infec¢do por Leptospira spp. € uma importante causa de
aborto e natimortalidade nas diferentes espécies de producao, como os pequenos ruminantes
(HIGINO; AZEVEDO, 2014), os bovinos (ROLIM et al., 2012) e os suinos (FIGUEIREDO
et al., 2013). Nos cies, a patogenia pode ser de evolucdo muitas vezes fatal, caracterizada pelo
comprometimento hepatico e renal, resultando em ictericia e insuficiéncia renal aguda ou
cronica (HAGIWARA; LUSTOSA; KOGIKA, 2004).

Para o controle da infec¢do nos animais, deve-se combater roedores em depositos de
racdo, evitar contaminagdo de agua e alimentos a serem consumidos, evitar a aglomeragdo de
individuos, além do emprego de vacinas (BARROS; MOTA; LIMA, 2013). Poucos sdo os
programas de controle de leptospirose que enfatizam a ado¢do do controle ambiental
associado a tradicional combinacdo de vacinacdo e uso de antimicrobianos. No entanto,
algumas praticas de manejo e o ambiente influenciam na transmissdo da infec¢do em diversas
espécies (PINNA; VARGES; LILENBAUM, 2008).

As vacinas disponiveis comercialmente para prevencdo da leptospirose na medicina
veterinaria sdo bacterinas que consistem na célula inteira da bactéria inativada por calor ou
formalina (OLIVEIRA, 2014). A vacinacdo animal ¢ realizada como medida de prevengdo da
enfermidade; entretanto, a protecdo conferida pelas vacinas comerciais ¢ limitada e nao evita
a condi¢do de portador (FELIX, 2013). As limitagdes da vacina podem ser explicadas,
provavelmente, por se basearem em uso de lipopolissacarideos especificos de um unico
sorovar (ROCHA et al., 2004), levando-se em consideragdo que ja foram identificados mais
de 250 sorovares de Leptospira spp. (RIEDIGER, 2012). Ressalta-se que ha uma discrepancia
na soroconversao quando do uso de vacinas multivalentes. Embora a vacina possa estimular
uma resposta significativa e rapida na producdo de anticorpos, esta resposta ¢ de curta duragdo

(MARTINS et al., 2017).
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2.2 LEPTOSPIROSE EQUINA

Os sorotipos mais prevalentes nas infeccdes em equinos sdo Icterohaemorrhagiae,
Grippotyphosa, Pyrogenes, Bratislava, Pomona, Hardjo e Canicola (LILENBAUM, 1998;
FAVERO et al., 2002; THOMASSIAN, 2005). O agente etiologico pode ser transmitido aos
equinos por portadores como ratos, suinos, bovinos, gambas, preds, raposas, morcegos e
outros animais infectados que podem contaminar a agua ¢ os alimentos destinados ao
consumo dos animais (THOMASSIAN, 2005).

De acordo com Bolin (1996), os sorovares de Leptospira spp. presentes em uma
determinada regido estdo associados a presenca de um ou mais hospedeiros de manutengao,
que servem como reservatorios naturais da infeccdo. A disseminagdo deste agente ¢
caracterizada principalmente pela presenga de animais doentes ou portadores assintomaticos
que eliminam a bactéria pela urina, descargas cérvico-vaginais, fetos abortados e placenta,
mantendo a doenga endémica na propriedade (FAINE et al. 1999). Além disso, ocorréncia da
leptospirose também esta associada a auséncia de manejo sanitario adequado (CASELANI et
al., 2012).

A infeccdo por Leptospira spp. em equinos, na maioria dos casos, € assintomatica, mas,
ocasionalmente, causa diversos quadros clinicos. A leptospirose clinica estd primariamente
associada a uveite redicivante, abortos, parto de natimortos e infec¢des neonatais (RIET-
CORREA et al.,, 2001; BERTONE; BROWN, 2002). Os abortos podem ocorrer apos o
terceiro més de gestacdo, contudo sdo mais frequentes apos o sexto més. Ocorrem, também,
natimortos ¢ nascimento de potros fracos que morrem nos primeiros dias de vida (RIET-
CORREA et al.,, 2001). A gravidade das manifestagdes clinicas depende ndo somente da dose
e da viruléncia do sorovar infectante, como também da suscetibilidade do hospedeiro e dos
orgdos e sistemas atingidos (ANZAI 2006).

A leptospiraria em equinos, a partir da fase aguda da doenga, perdura por um periodo
superior a 10 semanas na maioria dos cavalos, sugerindo que estes animais possam servir
como importante reservatorio para transmissdo da infeccdo (ROMERO et al., 1994; ELLIS,
2015). O crescente numero de equinos soropositivos para Leptospira spp. demonstra a
importancia da leptospirose nesta espécie em termos econdmicos, da saide animal e
representa risco a saude publica (PIRES NETO; HESSE; OLIVEIRA, 2005). Por se tratar de
uma zoonose ¢ mesmo que ndo existam relatos de casos de leptospirose humana transmitida

por equinos, conhecer os aspectos clinicos e epidemioldgicos nas diferentes espécies visa
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minimizar os riscos de transmissdao desta doenga para os seres humanos, bem como animais
de companhia (PIRES NETO; HESSE; OLIVEIRA, 2005; BRASIL 2014; BRASIL 2017).

Contudo, profilaticamente deve-se evitar a contaminagdo de dgua e alimentos a serem
consumidos pelos equinos, principalmente com a urina dos animais transmissores da infec¢ao
e combater exaustivamente os roedores nos depositos de alimentos (grdos e ragdes dos
animais) (THOMASSIAN, 2005). Entre as medidas sanitarias e higiénicas se inclui evitar a
exposicao as aguas paradas e aos hospedeiros transmissores em potencial (roedores, animais
silvestres, domésticos, incluindo as espécies de produgao como os bovinos e 0s suinos).
Adicionalmente, proporcionar o isolamento de animais infectados e a desinfecgdo dos locais
onde animais doentes ou suspeitos estavam alojados (TROEDSON, 2003).

Segundo Sena et al. (2016), a infeccao por Herpesvirus equino tipo I e leptospirose sao
as causas infectocontagiosas mais comuns de aborto em éguas, tornando imprescindivel o
controle sanitario e a vacinagdo do plantel. A vacinacao de equinos contra a leptospirose pode
desencadear uma resposta humoral dificil de diferenciar da resposta por infe¢do natural
(HINES, 2007). Ainda, existem poucos relatos cientificos sobre a resposta humoral pds-
vacinal induzida pela vacina e, também, ha uma escassez de informacgdes sobre a dinamica da
resposta imunoldgica em animais naturalmente infectados por Leptospira spp. (MARTINS et
al., 2017).

De acordo com Martins et al. (2017) ha uma conversdo soroldgica significativa apos
vacinacao, contra quase todas as cepas inclusas na vacina. Todavia, as respostas sdo bastante
variadas e mais pronunciadas contra os antigenos circulantes no plantel. Esta discrepancia na
soroconversao representa grande limitagdo na utilizacdo de vacinas multivalentes, porque o
nimero de antigenos pode desencadear diferentes graus de resposta imunologica. Apesar da
vacina provocar resposta humoral significativa e rdpida em equinos, a resposta induzida

apresenta curta duragdo, sendo detectada até 60 a 90 dias pos-vacinagao.

2.3 DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSE

O diagnostico laboratorial da leptospirose € essencialmente o mesmo na medicina
humana e veterindria. As amostras bioldgicas mais comumente utilizadas incluem o soro, o
sangue total e o liquido cefalorraquidiano (liquor) (RIEDIGER, 2012). As técnicas de
diagnostico laboratorial sdo fundamentadas na deteccdo direta ou indireta do agente ou do
material genético (ANZAI 2006). Entre os testes especificos realizados para confirmagdo da

leptospirose, destacam-se o isolamento do micro-organismo pela cultura microbiologica, os
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testes moleculares e a pesquisa de anticorpos pelas provas sorologicas (FAINE et al., 1999;
ELLIS, 2015).

O método de diagnostico preferencial tem sido baseado principalmente na pesquisa
indireta do agente, baseando-se na presenca de anticorpos no soro de individuos infectados. O
isolamento e a identificagdo de Leptospira spp. pelos métodos culturais e bioquimicos sao
fastidiosos e, portanto, ndo sdo viaveis. Isto ¢ explicado pelo fato de que a bactéria apresenta
um periodo de crescimento longo e ndo reage com os substratos comumente usados para a
identificacdo de outras bactérias (FAINE et al., 1999; OIE, 2014; ELLIS, 2015),
inviabilizando o uso do cultivo como método diagnostico de triagem por possuir baixa
sensibilidade (RIEDIGER, 2012). Entretanto, a sorologia apresenta trés questdes principais
que podem interferir no resultado: a amostragem, o painel de antigenos empregado ¢ o ponto
de corte utilizado (PINTO; LIBONATI; LILENBAUM, 2017)

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) considera o teste de soroaglutinagdo
microscopica (SAM) com antigenos vivos como padrio ouro para o diagndstico da
leptospirose (WHO, 2003). A SAM consiste na reagdo do soro do paciente com diluigdes
seriadas de um painel de culturas de diferentes sorovares de Leptospira spp. Esta técnica ¢
capaz de detectar a presenga de anticorpos, determinando o titulo e a especificidade, uma vez
que detecta o sorogrupo dos anticorpos IgM e IgG presentes no soro do paciente frente aos
sorovares avaliados no teste (RIEDIGER, 2012; OIE, 2014). Todavia, alguns problemas
podem ocorrer, incluindo: a existéncia de reagdes cruzadas entre os sorovares, a nao distingao
entre os titulos vacinais e a dificuldade de distingdo do inicio da fase aguda da enfermidade.
Estes sdo fatores importantes na interpretagdo dos resultados laboratoriais, sendo assim, os
testes sorologicos devem ser realizados levando em consideracdo dados epidemioldgicos, bem
como as informagdes obtidas na anamnese e no exame fisico (BOLIN, 1996).

Na SAM sdo consideradas reagentes as amostras que apresentem titulo igual ou
superior a 100, com 50% de aglutinagdo ou com o desaparecimento das células bacterianas.
Esta reacdo ¢ observada em microscopia de campo escuro (BRASIL, 1995; OIE, 2014). A
interpretagdo dos resultados deste teste ¢ foco de muita discussdo, embora um titulo de
anticorpos de 100 seja internacionalmente aceito como suficiente para considerar um animal
positivo. Os animais domésticos que apresentam um titulo maior ou igual a 100 associado a
presenca de manifestagdes clinicas tém sido usado como um indicador de leptospirose (ELLIS,
2015). A recomendagdo ¢ que as amostras de soro devem ser testadas de forma pareada, sendo

coletadas com um intervalo de pelo menos 15 dias (OIE, 2014).
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Na primeira semana de doenca (fase septicémica) pode ser realizada a cultura do
sangue e liquor para o isolamento do agente. A deteccao do material genético bacteriano pode
ser efetuada por reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Nesta fase a sorologia pode surtir
resultado negativo ou os titulos baixos serem indetectaveis (FERREIRA; COSTA; PEREIRA,
2008).

A andlise de DNA utilizando amplificagdo de genes pela PCR permite um diagnostico
precoce e rapido da doenca (FIOCRUZ, 2005; PIRES NETO; HESSE; OLIVEIRA, 2005),
ainda na fase leptospirémica/septicémica, antes do aparecimento dos anticorpos (FERREIRA;
COSTA; PEREIRA, 2008). Uma variedade de primers para realizagio da PCR tem sido
descrita, com alguns deles identificando somente o género Leptospira e outros distinguindo
apenas as espécies patogénicas. Entretanto, a maioria dos testes de PCR disponiveis ainda nao
foram capazes de identificar o sorovar infectante (OIE, 2014). Contudo, Cai et al. (2010)
identificaram seis genes responsaveis pela expressdo proteica do antigeno bacteriano que sao
capazes de discernir alguns sorogrupos ¢ indicaram que a tipagem, baseada em DNA, pode
ser um método confiavel para ser empregado nos estudos epidemioldgicos. No entanto, mais
estudos envolvendo os métodos moleculares devem ser realizados para a auxiliar na

identificacao diferencial de Leptospira spp.

2.4 LEPTOSPIROSE — PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA NO BRASIL

A leptospirose tem distribuicdo cosmopolita; entretanto, no Brasil, ¢ uma doenga
endémica e torna-se epidémica em periodos chuvosos, acometendo, principalmente, os seres
humanos que possuem condigdes precarias de moradia e trabalho, especialmente os
individuos que nao possuem sanecamento basico (FERREIRA; COSTA; PEREIRA, 2014;
BRASIL, 2017).

Esta enfermidade gera grandes custos no sistema de saude publica, prejudicando, além
da saude dos trabalhadores, a redugdo dos dias de trabalho produtivo dos servidores doentes e
acarretando gastos com internagdes hospitalares (PEREIRA, 2014). Portanto, ressalta-se que a
leptospirose ¢ um importante problema de satde publica no Brasil e em outros paises em
desenvolvimento. Nestes locais, a enfermidade acomete as populagcdes que vivem em
aglomeragdes urbanas sem a adequada infraestrutura sanitaria ¢ com altas infestacdes de

roedores (BRASIL, 2014).
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A infec¢do por este micro-organismo possui elevada ocorréncia no Brasil, com uma
média de 13.000 casos humanos notificados por ano, sendo 3.500 confirmados e a letalidade
média ¢ de 10,8% (BRASIL, 2014). As regides Sudeste e Sul concentram o maior nimero de
casos de leptospirose humana, seguidas pelo Nordeste. O estado do Rio Grande do Sul
apresenta uma alta prevaléncia de leptospirose em humanos, com cerca de 10 casos por 100
mil habitantes, superior & média brasileira que inclui 3,5 casos por 100 mil habitantes
(BARCELLOS et al., 2003; BRASIL, 2017).

A leptospirose determina no homem um quadro clinico que varia desde infecgdo
assintomatica até casos mais graves que podem ocasionar a morte do paciente
(SECRETARIA DO ESTADO DE SAUDE, 2013). Dentre os individuos com sinais clinicos,
aproximadamente 90 a 95% apresentardo a forma anictérica da doenga ¢ 5 a 10%
desenvolverdo a forma ictérica, considerada a mais grave (FERREIRA; COSTA; PEREIRA,
2014). Nas fases iniciais da infeccdo ndo ha distingdo com varias outras doencas,
especialmente de curso infeccioso, incluindo a dengue e demais viroses, sendo caracterizada
por febre repentina, usualmente acompanhada de cefaleia e mialgia (SECRETARIA DO
ESTADO DE SAUDE, 2013). A sindrome de Weil ¢ comumente descrita como ictericia,
insuficiéncia renal e hemorragias, sendo a manifestacdo cldssica de leptospirose grave.
Contudo, em humanos, a sindrome de hemorragia pulmonar vem sendo reconhecida como
uma forma grave e emergente da doenga. A letalidade devido as formas graves de leptospirose
¢ de aproximadamente 10% podendo atingir 50% dos casos quando hd a sindrome de
hemorragia pulmonar (BRASIL, 2014).

Para o controle da leptospirose torna-se necessaria a realizacdo de obras de
saneamento basico, coleta, tratamento e destino do lixo, bem como o controle de roedores que
sdo os principais responsaveis pela transmissdo do agente etioldgico desta enfermidade
(PEREIRA, 2014). As medidas de profilaxia devem ser direcionadas aos reservatorios, a
melhoria das condigdes de protecdo dos trabalhadores expostos e das condi¢des higiénico-
sanitarias da populagdo. Adicionalmente, medidas corretivas devem incluir alteragdes no meio
ambiente, diminuindo sua capacidade de suporte para a instalagao e proliferacao de roedores
(BRASIL, 2017). De acordo com Ferreira, Costa e Pereira (2008), o uso profilatico de
antimicrobianos em humanos pode ser indicado nos casos pos-exposi¢ao (enchentes, limpeza
de fossas) e pré-exposi¢do (esportes aquaticos, exercicios militares) baseando-se no uso de
doxiciclina.

Por tratar-se de uma doencga bacteriana ha a necessidade de antimicrobianoterapia em

animais e humanos infectados por Leptospira spp. (FERREIRA; COSTA; PEREIRA, 2008).
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Esta pratica terapéutica estd indicada em todas as fases clinicas e em qualquer periodo da
doenca, mas sua eficacia € maior na primeira semana do inicio dos sinais clinicos
(SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE, 2013). Bactérias do género Leptospira spp. sio
suscetiveis as varias classes de antimicrobianos, tais como: [-lactdmicos, macrolideos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, fluoroquinolonas e carbapenémicos (FAINE et al., 1999). O
tempo total de tratamento compreende, em média, 7 dias (FERREIRA; COSTA; PEREIRA,
2008). Em humanos, a suspeita de qualquer fase clinica deve ser tratada e notificada no
SINAN (Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo), pois a leptospirose ¢ classificada
como uma doenca de notificagdo compulséria no Brasil (SECRETARIA DE ESTADO DA
SAUDE, 2013).
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ABSTRACT

The occurrence of Leptospira spp. and factors associated to the infection were investigated in
horses from a military contingent in Rio Grande do Sul State, Brazil, during 2018 to 2019. A
total of 446 horses were evaluated and categorized into 309 mares (with an abortion history),
11 stallions, and 126 horses with an average age of 3 years. To determine occurrence, serum
samples from all horses were submitted to the microscopic agglutination test against 12
serovars usually circulating in equine populations. To investigate the possible factors linked
to the infection by Leptospira spp., questionnaire were applied. The occurrence in all horses
was 54.5% (243/446), being 57.9% (73/126), 54% (165/309) and 45.4% (5/11) in horses with
an average age of 3 years, mares and stallions, respectively. The main factors associated to the
leptospirosis were contact with different water sources, presence of rodents and contact with
wild and domestic animals. The high occurrence of anti-Leptospira spp. antibodies may be
associated with the presence of these main factors. Therefore, the exposure of horses to
possible reservoirs of Leptospira spp. should be minimized. Moreover, the
immunoprophylaxis protocol should be reviewed and a shorter interval between vaccinations
should be adopted to control leptospirosis in this herd.

Key-words: leptospirosis, abortion, serovars, MAT, equine.

RESUMO

A ocorréncia de Leptospira spp. e os fatores associados a infec¢cdo foram pesquisados em
equinos provenientes de um contingente militar do estado do Rio Grande do Sul, no periodo
de 2018 a 2019. Foram avaliados um total de 446 animais, nas seguintes categorias: 309
matrizes (com histdrico de abortos), 11 garanhdes e 126 animais alocados na categoria com
idade média de 3 anos. As amostras de soro de todos os equinos foram submetidas a técnica

de soroaglutinagdo microscopica frente a 12 sorovares encontrados nas populacdes equinas.
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Os possiveis fatores inerentes a infeccdo por este agente, foram avaliados através de
questionarios. A soroprevaléncia de aglutininas anti-Leptospira sp. foi de 54,5% (243/446) na
populagdo total, sendo 57,9% (73/126), 54% (165/309) e 45,4% (5/11) na populacdo de
animais com média de 3 anos de idade, nas matrizes e nos garanhdes, respectivamente. Em
todas as categorias o sorovar predominante foi Ballum seguido de Icterohaemorrhagiae,
exceto nos garanhdes onde foi seguido de Tarassovi. Os principais fatores de risco
identificados foram: contato com diversas fontes de 4gua, presenga de roedores e contato com
animais silvestres e domésticos. A elevada ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira sp. pode
estar associada a presenca dos fatores encontrados, portanto a exposi¢do dos animais aos
possiveis reservatorios da infeccdo deve ser minimizada, assim como uma reavaliagdo do
protocolo de profilaxia, possivelmente, através da ado¢ao de um menor intervalo entre as
vacinagdes.

Palavras-chave: leptospirose, aborto, sorovares, SAM, equino.

INTRODUCTION

Leptospirosis is a zoonotic infectious disease caused by bacteria of the genus
Leptospira, with 14 pathogenic species, especially Leptospira interrogans. Approximately
200 serovars belonging to 23 serogroups are recognized, and each one has its primary hosts,
even though it may infect other species (OIE, 2014; BRASIL, 2017; SILVEIRA et al., 2017).

The spread and maintenance of the microorganism in the environment occurs mainly
through carrier animal chronically infected and usually asymptomatic. They can eliminate the
bacterium for months or a lifetime. This is because the bacterium can remain localized in the
genital tract and kidney tissue and is eliminated via urinary discharges, there by

contaminating the environment (GODOY et al., 2009; OIE, 2014; BRASIL, 2017).
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Horses are susceptible to infection by a wide variety of Leptospira spp. serovars,
causing clinical signs such as fever, jaundice, pulmonary hemorrhage, abortion, stillbirth,
recurrent equine uveitis, and blindness. Leptospirosis is a common disease and probably
underestimated because of the large number of chronically infected and asymptomatic
animals. In equine species, this infection has been neglected; however, the recognition that the
disease can cause major economic losses, mainly because of abortion and blindness in
animals of high zootechnical value, has attracted greater attention to this disease (GODOY et
al., 2009; CASTRO et al., 2011; ADLER, 2015).

The risk factors of leptospirosis include environmental factors, such as contact with
different water sources, wetlands, rodents, and other animal species, as well as deficiencies in
the health management of herds (CASELANI et al., 2012; TSEGAY et al., 2016).

Military contingent horses represent an important sector of Brazilian horse breeding.
They participate in different activities (ceremonies, patrolling and guarding border areas, in
sports, such as dressage, jumping, full riding competition, and polo). Usually these horses are
housed in stables with strict sanitary management and rigorous reproductive control
(CAMPOS et al., 2007).

The objectives of this study were to determine the occurrence of Leptospira spp. in
horses from a military contingent and to verify the factors associated to leptospirosis in that

military unit.

MATERIAL AND METHODS

This research was conducted, during 2018 to 2019, in a military unit of Rio Grande do
Sul State (RS), Brazil. The study population (horses for reproduction and sports activities)
comprised 309 mares, 11 stallions, and 126 horses with an average age of 3 years, according

to age and reproductive management. The horses were housed in excellent sanitary conditions
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and were regularly vaccinated, including for leptospirosis (administered every 6 months).
However, abortions were reported in breeding mares prior to the present study. In addition to
the suspicion of leptospirosis, the possibility of other etiological agents causing abortion, such
as equine herpesvirus, was considered; however, the diagnosis for this agent was negative.

To confirm the suspicion of leptospirosis in the establishment, serum samples,
collected 5-6 months after vaccination, from 446 horses were sent to the laboratories for
leptospirosis diagnosis by microscopic agglutination test (MAT) using live antigens from
Leptospira spp. (serovars: Australis, Ballum, Bratislava, Canicola, Copenhageni,
Grippotyphosa, Hardjoprajitno, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi, and
Wolftii), according to the recommendations of OIE (2014).

To investigate the possible factors associated to the infection that could act as potential
facilitators for Leptospira spp., questionnaire were applied to obtain information about the
ambience characteristics of each animal category.

The occurrence of anti-Leptospira agglutinins according to serovars was analyzed
among all of the studied categories by using the Kruskal-Wallis test. When differences were
found in this test, the means were compared using the Bonferroni test. The analyses were

performed using the SAS statistical program, version 9.2.

RESULTS AND DISCUSSION

The occurrence of anti-Leptospira spp. in this herd was 54.5% (243/446), the horses
with an average age of 3 years, mares, and stallions showed occurrences of 57.9% (73/126),
53.4% (165/309), and 45.4% (5/11), respectively. No difference was observed between the
occurrences obtained in the different categories (P>0.05).

The titer adopted as a cutoff point was 200 because of the endemic character of

Leptospira spp. infection in tropical regions (PINNA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2019)
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and to reduce the possible interference of vaccine titers on the occurrence in the studied
population. Vaccine tests performed on different animal species, such as sheep (HERRMANN
et al., 2011), cattle (RODRIGUES et al., 2011), buffaloes (NARDI JUNIOR et al., 2006), and
equines (MARTINS et al.,, 2017), have demonstrated that antibodies produced in those
vaccinated with bacterin vaccines for leptospirosis could not be detected using the MAT for
long periods after immunization.

In buffaloes vaccinated for leptospirosis, the MAT could be performed after 120 days
without any risk of vaccine antibody interference (NARDI JUNIOR et al., 2006). In horses,
vaccination-induced antibody titers have been shown to decline after 60 days of vaccination
and these titers are difficult to detect using the MAT after 90 days (MARTINS et al., 2017).

The seroprevalence varied widely in previous research in southern Brazil. In the state
of Parana, seroprevalences of 68.6% (70/102) (VIOTTO et al., 2008) and 75.8% (47/62)
(FINGER et al.,, 2014) were detected, while in RS, studies with cart horses reported
seroprevalences of 60% (75/125) in the city of Porto Alegre (LASTA et al., 2013) and 89.9%
(107/119) in Pelotas (DEWES, 2017). The animals tested in all these studies were non-
vaccinated; moreover, these animals presented lower titers than the minimum titer of 100,
which was the cutoff for a positive MAT. Previously, we mentioned that the present study
population consisted of vaccinated horses; however, a considerable number of these animals
(36/243) had antibody titers > 800, suggesting a possible recent contact with the pathogen.

The occurrence of anti-Leptospira spp. antibodies according to the serovar was
analyzed among the categories of horses (Tab. 1). In all the categories tested, the Ballum
serovar was the most prevalent. Among the mares, the Icterohaemorrhagiae serovar had the
same prevalence as the Ballum serovar. However, the Icterohaemorrhagiae serovar was the
second most prevalent in the horses with a mean age of 3 years, and the Tarassovi serovar was

the second more prevalent in the stallions. Wide reactivity to Leptospira spp. serovars tested
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was observed in all categories, especially in the mares, which demonstrated agglutinins
against all evaluated serovars. This information is relevant to the epidemiological
understanding of leptospirosis (LASTA et al., 2013). However, it must be emphasized that
serological analyses may suggest but not definitively identify the infecting serovar, because
there is cross-serological reactivity among Leptospira spp. serovars and serogroups usually
with lower MAT titers (OIE, 2014).

There is a relationship among Leptospira spp. serovars and carrier species, the
Bratislava serovar has been considered the most adapted and the most frequently detected in
equine species (PINNA et al., 2008 and 2010; ADLER, 2015; SIQUEIRA et al., 2019). In the
studied horse population, this serovar was detected in approximately 25% (61/243), and
represented the fourth most prevalent serovar. However, if these results are analyzed in
combination with those obtained against the Australis serovar, a high reactivity to these two
serovars (88/243) is observed. Since both serovars belong to the Australis serogroup
(BHARTI et al., 2003), we can infer this serogroup has a considerable prevalence (Tab. 1).

However, seroprevalence results for the Ballum serovar are less frequent, and it is
rarely identified as the most prevalent serovar in equine studies. In a study in Pelotas, RS, on
cart horses found a seroprevalence of 36.1% (43/112) for the Ballum serovar (DEWES, 2017).
In Chile, the Ballum serovar was the most prevalent in a population of wagon horses; and the
Autumnalis serovar was the most prevalent among horses at military institutions (TADICH et
al., 2016). Studies have shown a higher prevalence of the Icterohaemorrhagiae serovar in
equine populations in the Brazilian states of Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Goias
(LANGONI et al., 2004), Parand (VIOTTO et al., 2008; FINGER et al., 2014), and city of
Porto Alegre, RS (LASTA et al., 2013).

Rats and mice are described as the main hosts for the Ballum serovar, even though

infection has been described in wild animals (skunks, foxes, rabbits, and wild cats)



27

(FRIEDMANN et al., 1973). The most frequent source of infection by the
Icterohaemorrhagiae serovar is rodent (Rattus norvegicus) contact, followed by canines,
swine, cattle, horses, sheep, and goats (LANGONI et al., 2004; BRASIL, 2017). The data
presented in this study indicated that the presence of rodents and contact with wild animals
were the main factors identified for the studied population (P<0.05). Thus, despite the
possibility of cross-reaction among the serovars, the evidence suggests the involvement of the
Ballum and Icterohaemorrhagiae serovars in the studied horses.

Tadich et al. (2016) warned that despite the optimal sanitary conditions in the equine
facilities of the military institution they studied, 23.31% of the animals had anti-Leptospira
spp. antibodies. Moreover, studies have hypothesized that dogs may be the source of infection
of Leptospira spp. Tarassovi (CASTRO et al., 2011). Interestingly, stallions were the category
with the highest occurrence of antibodies against the Tarassovi serovar and this was the only
category that had contact with dogs (questionnaire).

According to Lasta et al. (2013) and Finger et al. (2014) the following factors may
influence the seroprevalence of Leptospira spp.: access to different water sources, increased
rainfall, flooding, presence of other animal species (domestic, wild, and synanthropic animals),
deficiencies in sanitary management in a population, and favorable conditions that attract
rodents. Environments containing stagnant water, moist soil, and decaying organic matter
allow the bacteria to survive for up to 6 months (ADLER, 2015; BRASIL, 2017).

We could identify the main factors in the environment that may have favored the
maintenance and dissemination of the agent (Tab. 2), including: contact with different water
sources and wetlands, presence of rodents, and contact with wild and domestic animals
(mainly cattle) (P<0.05). Notably, the horses with an average age of 3 years and mares
sometimes shared pastures with cattle and had contact with rodents and wild animals. The

presence of rodents was also reported in the feed deposit of mares. Although rodent control
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measures are performed at the evaluated establishment, the complete elimination of these
synanthropic animals is difficult, especially in rural properties. Among the three animal
categories studied, the stallions were the least exposed to rodents and showed a lower
occurrence of antibodies against the microorganism than did the other two categories.

Although other causes of abortion may be present at this facility, the high occurrence
of antibodies against Leptospira spp. suggests this bacterium as a probable etiological agent
of the reproductive problem in the evaluated herd. Even if horses are vaccinated every 6
months, the vaccination program may not have been effective in preventing abortion in the
mares, because leptospirosis vaccines are suspensions of one or several inactivated serovars,
which result in attenuated immunogenic activity (OIE, 2014). Additionally, the vaccines
containing bacterins are the only commercial immunobiological agents currently available
against Leptospira spp., and they induce short-term immunity, which is serovar-specific
depending on the antigens contained in the vaccine (SILVEIRA et al., 2018).

In regions with high seroprevalence and high rates of reproductive disorders, an
important health management strategy is to shorten the interval between vaccinations (OIE,
2014). Another alternative would be the use of autoctone vaccines containing Leptospira spp.
isolates from the most prevalent serovars in a particular geographic region, since the
immunity induced by vaccination is specific to homologous serovars ( RODRIGUES et al.,
2011; OIE, 2014;).

The immunization against leptospirosis is still an important to control measure of this
infection. In addition, decreasing contact with potential risk factors is fundamental to control
the dissemination of the infectious agent in the environment and to susceptible individuals

(PINNA et al., 2008; OIE, 2014).
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CONCLUSION

The evaluated equine population showed a high occurrence of antibodies against
Leptospira spp., especially the Ballum and Icterohaemorrhagiae serovars. The main ambience
factors were contact with different water sources, presence of rodents, and contact with wild
and domestic animals. Consequently, the high occurrence of anti-Lepfospira spp. antibodies
may be associated with the presence of these factors identified in this research. Therefore, the
exposure of animals to possible reservoirs of Leptospira spp. infection have to be minimized,
and the immunoprophylaxis program has to be reevaluated in order to reduce the interval

between vaccinations to induce effective and long-lasting immunity in the herd.
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Table 1. Occurrence of Leptospira spp. evaluated in the military horse categories included in

the study.
Animal Category
Animals aged + 3 years Mares Stallions
Serovars N° of Prevalence N° of Prevalence N° of Prevalence

positive of serovar by positive of serovar by  positive  of serovar by

reactions category reactions category reactions category
Australis 8 6,34%? 19 6,14%"* 0 0,00%?
Ballum 36 28,57%" 58 18,77%* 4 36,36%"
Bratislava 16 12,69%* 45 14,56%* 0 0,00%?
Canicola 4 3,17%* 29 9,38%? 1 9,09%?
Copenhageni 0 0,00%* 9 2,91%? 0 0,00%*
Grippotyphosa 0 0,00%* 39 12,62%* 1 9,09%?
Hardjoprajitno 10 7,93%? 22 7,11% 1 9,09%?
Icterohaemorrhagiae 23 19,05%? 58 18,77%* 0 0,00%*
Pomona 16 12,69%* 50 16,18%* 0 0,00%?
Pyrogenes 8 6,34%? 18 5,82%:? 0 0,00%*
Tarassovi 1 0,79%?° 22 7,12%° 3 27,27%*
Wolffii 0 0,00%* 12 3,88%"* 0 0,00%*

*Different letters in line indicate difference by Bonferroni test (P <0.05).
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Table 2. Factors associated to the leptospirosis obtained by the application of questionnaires

to the equine herd included in the study, according to the different categories of horses.

Factors Mares Animals aged + 3 years Stallions

Rodents in the feed depot -

Contact with various water sources

Contact with wetlands

Contact with rodents

Contact with wild animals

Contact with domestic animals
Presentation of ocular clinical signs

No quarantine on newly arrived animals

Presence of risk factors in the category 6/9 5/9 3/9

Caption: gray rectangle indicates the presence of the factor. White rectangle indicates absence of the facto
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CONCLUSAO

Esta pesquisa revelou uma alta ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. na
populagdo de equinos avaliada, especialmente diagnosticando os sorovares Ballum e
Icterohaemorrhagiae. Os principais fatores associados a infec¢do identificados incluiram o
contato com diferentes fontes de dgua, a presenga de roedores e o contato com animais
selvagens e domésticos. Adjacente ao historico de aborto das matrizes e a exposi¢do dos
equinos do plantel aos fatores de risco, deve-se atentar a leptospirose como uma possivel
causa de aborto. Ainda que outros agentes etioldgicos responsaveis por aborto possam estar
circulando no local é necessario atualizar o protocolo sanitario e profilatico, bem como
diminuir o intervalo entre as vacinagdes anti-Leptospira spp., uma vez que as bacterinas

comercialmente disponiveis induzem imunidade de curta duragao.
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