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rice stubble field.] Surto de leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz. Pes-
quisa Veterindria Brasileira 37(9):937-940. Setor de Patologia Veterinaria, Departamento
de Patologia e Clinica Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Avenida Bento Gongalves 9090, Prédio 42505, Porto Alegre, RS 91540-000,
Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

Leptospirosis is an infectious disease caused by bacteria of the genus Leptospira, which
affect domestic and wild animals, and also humans. From October to November 2014, in a
rural property located in Glorinha, RS, where cattle were kept in the rice stubble, thirteen
calves presented hemoglobinuria and apathy, nine of which died within less than 24 hours
after the onset of clinical signs. Four calves were necropsied (4, B, C and D). Tissue samples
were collected in 10% formalin. Samples of kidney, liver and lung from calves B, C and D
were sent for PCR analysis for 16S ribosomal RNA and the protein Lip 32 genes of Leptospi-
ra. At macroscopic examination jaundiced mucosae and subcutaneous tissue, orange liver,
and lungs with multiple petechiae, predominantly in cranial lobes, were observed. The tho-
racic cavity of calf A was filled with a reddish fluid. At microscopic examination, severe he-
morrhage was observed in the lungs; in the liver there was moderate diffuse centrilobular
hepatocellular necrosis and vacuolization, in addition to discrete periportal lymphocytic
infiltrate. Discrete multifocal lymphoplasmocytic interstitial nephritis was observed in the
kidneys. PCR analyzis resulted positive for calves B and D. The diagnosis of leptospirosis
in the calves was based on epidemiological, clinical and pathological findings associated
with positive PCR analysis. This study demonstrates the importance of investigation of the
disease when young bovids are raised in flooded areas and have clinical signs of an acute
septicemic disease.

INDEX TERMS: Acute leptospirosis, Leptospira sp., calves, ruminants, septicemic disease.

RESUMO.- A leptospirose é uma doenca infecciosa causa-
da por bactérias do género Leptospira, que afeta animais
domésticos, selvagens e também humanos. De outubro a
novembro de 2014, numa propriedade rural localizada
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em Glorinha, RS, em que bovinos eram mantidos em res-
teva de arroz, 13 bezerros manifestaram hemoglobinuria
e apatia, nove dos quais morreram em menos de 24 ho-
ras apo6s o inicio dos sinais clinicos. Foram necropsiados
quatro bezerros (A, B, C e D). Fragmentos de tecido foram
fixados em formalina a 10%. Amostras de rim, figado e
pulmio dos Bezerros B, C e D foram enviadas para ana-
lise de PCR para RNA ribossémico 16S e a proteina Lip
32 de Leptospira. No exame macroscépico foram obser-
vados mucosas e tecido subcutaneo amarelados, figado
alaranjado, pulmdes com multiplas petéquias, predomi-
nantemente nos lébulos craniais. A cavidade toracica do
Bezerro A estava repleta de um liquido vermelho-escuro.
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A avaliagio microscépica foi observada hemorragia acen-
tuada nos pulmades; no figado havia necrose e vacuoliza-
¢do hepatocelular centrolobular difusa moderada, além
de infiltrado linfocitico periportal discreto. Nos rins ob-
servou-se nefrite intersticial linfoplasmocitica discreta
multifocal. A andlise por PCR teve resultado positivo para
os Bezerros B e D. O diagndstico de leptospirose nos be-
zerros foi baseado nos achados epidemiolégicos, clinicos
e patoldgicos, associados ao resultado positivo na PCR.
Este estudo demonstra a importancia da investigacdo
da doenca quando animais jovens sdo criados em areas
inundadas e tém manifestagdes clinicas de doenga septi-
cémica aguda.

TERMOS DE INDEXAGAOQ: Leptospirose aguda, Leptospira sp., be-
zerros, ruminantes, doenca septicémica.

INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenca infecciosa causada por bac-
térias do género Leptospira, que acomete animais domés-
ticos, silvestres e humanos (Ellis 1984, Draghi et al. 2011).
Em humanos, a doenca é endémica em regides tropicais
com indices pluviométricos elevados e altos niveis de dgua
subterranea, com casos esporadicos em climas aridos e de-
sertos (Dutta & Christopher 2005). A enfermidade é trans-
mitida por animais infectados através do contato direto
ou indireto com urina contaminada (Levett 2001, Adler &
De la Pefia Moctezuma 2010). A doenga tem carater ocu-
pacional e afeta especialmente agricultores, trabalhadores
de matadouros e médicos veterinarios (Hartskeerl & Ellis
2011). A severidade da doenca em humanos varia de acor-
do com o sorovar de Leptospira envolvido, idade e compe-
téncia imunolégica do paciente (Adler & De la Pefia Moct-
ezuma 2010).

A leptospirose é também uma doenga importante em
cies, sendo a quarta doenga infecciosa mais letal para a es-
pécie na regido Central do Rio Grande do Sul (Fighera et al.
2008). Caes acometidos geralmente apresentam ictericia,
hemorragia - principalmente nos pulmdes, além de graus
variados de lesdes renais e hepaticas (Tochetto et al. 2012),
sendo mais comum a infeccdo pelos sorovares Canicola e
Icterohaemorrhagiae (Himani et al. 2013).

Na pecudria a doenca tem grande importancia por ge-
rar perdas econdmicas, principalmente, por causar pro-
blemas reprodutivos, como abortamento e infertilidade
(Ellis 1984, Draghi et al. 2011). Bovinos sdo os principais
reservatdrios do sorotipo Hardjo, sendo este um importan-
te agente causador de abortamentos na espécie, e podem
ainda ser infectados por outros sorovares, como Pomona,
Grippotyphosa e outros (Himani et al. 2013).

Herbivoros sdo importantes também na manutengio
do agente no ambiente, visto que Leptospira sp. sobrevive
melhor em urina alcalina (Adler & De la Pefia Moctezuma
2010). Casos de leptospirose aguda em bovinos sdo infre-
quentes (Draghi et al. 2011), sendo assim, o objetivo deste
estudo é descrever os achados epidemioldgicos e clinicopa-
toldgicos de um surto de leptospirose em bezerros criados
em resteva de arroz no municipio de Glorinha, Rio Grande
do Sul, Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Foram necropsiados quatro bezerros (A, B, C e D); um foi encami-
nhado para necropsia no Setor de Patologia Veterinaria da Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul e trés foram necropsiados em
visita a propriedade, na qual foram também colhidos dados sobre
a epidemiologia e achados clinicos da doenca. Dois bezerros eram
machos (Bezerros A e C) e duas fémeas (Bezerros B e D). Frag-
mentos de 6rgdos e tecidos foram coletados e fixados em formali-
na 10%, e amostras de rim, figado e pulmé&o foram congeladas. Foi
realizada citologia através de esfregaco do bago e do encéfalo para
pesquisa de Babesia spp. e Anaplasma marginale. As amostras fi-
xadas em formalina foram processadas rotineiramente para his-
topatologia, incluidas em parafina, cortadas a 3pum e coradas com
hematoxilina e eosina (HE). Cortes histolégicos dos rins foram
submetidos a técnica de impregnacao por prata (Warthin-Starry).

Fragmentos de rim, figado e pulm&o dos Bezerros B, C e D fo-
ram encaminhados para PCR para identificacdo de Leptospira sp.
A técnica de PCR foi realizada conforme o protocolo descrito por
Ahmed etal. (2012), que desenvolveram uma técnica de PCR mul-
tiplex para Leptospira 16S RNA ribossomal e Leptospira patogéni-
ca pelo gene da proteina Lip 32, usando 200mM de dNTP, 1,5mM
MgCl2, 10pmol de cada primer, 1x tampdo da enzima e 1U de Taq
polimerase. Para a reacdo de PCR foram empregados 5 min a 95°C,
seguidos de 35 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 58°C e 45 seg a
72°C e uma etapa final de 5 min a 72°C.

RESULTADOS

Uma propriedade rural localizada no municipio de Glori-
nha, estado do Rio Grande do Sul, Brasil, possuia um lote
de 45 vacas e 39 bezerros Angus mantido em resteva (=pa-
lhada, restos culturais de lavoura) de arroz (Fig. 1). De ou-
tubro a novembro de 2014 adoeceram 13 bezerros, nove
dos quais morreram. Além destes casos, trés vacas aborta-
ram, mas ndo foi informada a idade gestacional em que os
abortamentos ocorreram. Os bovinos ndo eram vacinados
contra leptospirose, uma vez que a doenca ainda ndo tinha
sido diagnosticada na propriedade. Os bezerros apresenta-
ram hemoglobindria, apatia e morte em menos de 24 horas
apos o inicio dos sinais clinicos. Os Bezerros A, B e C tinham
28 a 35 dias de idade e o Bezerro D tinha dois dias.

No exame macroscopico, a cavidade toracica do Bezerro
A estava repleta de liquido avermelhado. Nos Bezerros A, B
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Fig.1. Leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz (pa-

lhada ou restos culturais de lavoura) de arroz com areas ala-
gadicas em que estavam os bezerros afetados.
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Fig.2. Leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz. Ne-
cropsia do Bezerro B. Cavidades toracica e abdominal com se-
rosas ictéricas, figado alaranjado e hemorragias pulmonares

multifocais.

Fig.3. Leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz. Ne-
cropsia do Bezerro A. Pulmdes com hemorragias multifocais a
coalescentes, mais acentuadas em lobos craniais.

Fig.4. Leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz. Ava-
liagdo histoldégica dos pulmédes, demonstrando hemorragia
acentuada associada a deposi¢cdo multifocal de fibrina e ede-
ma difuso acentuado nos alvéolos. HE, obj.10x.

e C foram observadas mucosas, tecido subcutaneo, cavida-
de toracica e abdominal ictéricas, figado alaranjado (Fig.2),
pulmdes com hemorragias multifocais a coalescentes, lo-
calizadas predominantemente em lobos craniais (Fig.3).
No timo, no intestino delgado e no intestino grosso havia
hemorragias multifocais na serosa; os rins estavam difu-
samente avermelhados e com hemorragias multifocais. O
Bezerro D tinha pequena quantidade de sangue na por¢ao
ventral do abdémen; diafragma e pulmdes com multiplos
focos hemorragicos e encéfalo discretamente congesto.

A avaliagdo microscépica foram observadas hemorra-
gia e deposicao difusa acentuada de fibrina nos pulmdes
(Fig.4), com espessamento discreto de septos alveolares e
infiltrado discreto de linfocitos, macrdfagos e raros neutrd-
filos. No figado havia necrose e vacuolizagao hepatocelular
centrolobular difusa moderada, além de infiltrado linfo-
citico periportal discreto, colestase intra-hepatica difusa
moderada e quantidade moderada de hemacias nucleadas
intravasculares. Nos rins observaram-se cilindros hialinos
em tubulos renais e nefrite intersticial linfoplasmocitica
multifocal discreta. Em timo, intestino delgado e intestino
grosso havia hemorragia multifocal discreta. Os esfregacos
do bago e do encéfalo foram negativos para Babesia spp. e
Anaplasma marginale. A técnica de Warthin-Starry resultou
negativa para Leptospira sp.

No exame de PCR, os Bezerros B e D foram positivos
para Leptospira 16S RNA ribossomal e para o gene da pro-
teina Lip 32. O resultado do sequenciamento demonstrou
99% de homologia com a sequéncia referéncia depositada
no Genbank para os dois genes alvos.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O diagnostico de leptospirose em bezerros foi baseado na
epidemiologia, nos achados clinicos e patoldgicos associa-
dos a positividade na PCR. A atividade orizicola tem grande
importancia econdmica no sul do Brasil e ocorre, muitas
vezes, associada a pratica da bovinocultura. Os bovinos
sdo mantidos em palhadas de lavouras de arroz no perio-
do pos-colheita até o preparo do solo para a safra seguinte,
ou durante o descanso da lavoura, que pode variar de um
a dois anos (Marchezan et al. 2003). A produgao de arroz
é realizada em regides alagadicas, em que o solo apresen-
ta alta umidade, propiciando a sobrevida de bactérias do
género Leptospira no ambiente (Levett 2001). O pH 6timo
para a sua sobrevivéncia é proximo a neutralidade, entre
7,2 e 7,4 (Levett 2001, Girio & Lemos 2007) e, em casos de
terras destinadas ao plantio, h4 um maior controle do pH
do solo, por meio da calagem, a fim de evitar solos muito
acidos (Marrenjo et al. 2016).

O surto ocorreu na primavera, quando a temperatura no
sul do Brasil esta em elevacgdo. A leptospirose é uma doen-
¢a de carater sazonal, com pico de ocorréncia nas épocas
de temperaturas mais elevadas (Levett 2001). Neste caso,
o surto ocorreu em bezerros mantidos na resteva de arroz,
enquanto que bovinos adultos mantidos na mesma area
ndo apresentaram sinais clinicos de doenca septicémica, o
que indica maior suscetibilidade dos bovinos jovens (Yeru-
ham et al. 1997). Na mesma propriedade em que ocorreu
o surto, outros bezerros mantidos em pastagens drenadas
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ndo foram acometidos. Em diferentes paises, surtos de
leptospirose em humanos estdo associados a contato com
agua contaminada por urina de rato ou de bovinos, o que
evidencia a importancia do ambiente na propaga¢do da do-
enca (Levett 2001). Sendo assim, essas bactérias penetram
no organismo através das mucosas ou pele umedecida por
periodo prolongado, bem como por pequenos cortes (Adler
& De la Pefia Moctezuma 2010).

Os achados clinicos e patolégicos observados de he-
moglobinuria, apatia e morte, com ictericia e hemorragia
principalmente nos pulmdes, sdo semelhantes aos descri-
tos por outros autores (Yeruham et al. 1997, Draghi et al.
2011). Na infecgdo por Leptospira sp. as lesdes resultam da
liberagdo de toxinas bacterianas, com crises hemoliticas e
septicemia, caracterizadas clinicamente por hemoglobinu-
ria, anemia, hemorragias em mucosas e ictericia (Hunter
2004). O Bezerro D tinha dois dias de idade, o que sugere
infeccdo transplacentdria, ja que esta via de transmissao é
comum em bovinos e o periodo de incubagao varia de sete
a 14 dias (Girio & Lemos 2007). Trés vacas abortaram. Os
abortos possivelmente estavam relacionadas a infeccdo das
vacas por Leptospira sp. pois o aborto é um dos principais
problemas reprodutivos observados em bovinos adultos
infectados (Draghi etal. 2011), no entanto, ndo foram feitos
exames de fetos e dessas vacas para confirmacao.

Esfregacos sanguineos foram realizados a fim de des-
cartar anaplasmose e babesiose, que também sio causas
de hemdlise, anemia e ictericia, sendo que na Babesiose ha
também manifestacdo de hemoglobinuria. A técnica de im-
pregnacdo pela prata (Warthin-Starry) resultou negativa,
mas a doenga nao foi descartada, ja que é comum apresentar
resultados duvidosos nesta coloracdo (Tochetto etal. 2012).

Amostras de trés dos quatro bezerros necropsiados foram
encaminhadas para PCR, sendo dois com resultados positivo
para Leptospira. O resultado negativo na PCR foi atribuido a
possivel degradagdo do DNA da amostra, vista a semelhanga
do quadro clinicopatoldgico com os demais casos.

Neste estudo foi diagnosticado um surto de leptospiro-
se aguda em bezerros criados em resteva de arroz no sul do
Brasil, o que torna pertinente investigar a doenga quando
bovinos jovens criados em locais alagadi¢cos manifestam si-
nais de doenca septicémica de curso agudo. Estes achados
reforcam a importancia da necropsia, do exame histopato-
l6gico e da PCR para o diagndstico de leptospirose.
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