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RESUMO

A leptospirose € uma importante antropozoonose de distribuicdo cosmopolita e
considerada, atualmente, uma infeccdo emergente. Roedores, pequenos
carnivoros e animais domésticos s&o reservatorios conhecidos dessa
enfermidade. O céo, por ter um contato direto com o homem, representa um
elo de transmissdo entre o ser humano e o rato — portador sadio universal —
principalmente em paises tropicais. Areas urbanas periféricas cujas condices
sanitarias e de infra-estrutura sdo precarias constituem-se em zonas de risco
de contaminacdo de animais e do homem. Entretanto, o diagnodstico deve ser
confirmado baseando-se nos resultados de testes soroldgicos como
ensaioimunoenzimatico e microaglutinacdo em tubo (ELISA e MAT
respectivamente). A investigacao foi realizada com questionamento de idade,
sexo, raga, vacinacdao, histérico clinico e fatores de risco como presenca de
roedores, acumulo de lixo, auséncia de rede de esgoto e presenca de animais
silvestres. O aspecto clinico do animal também foi investigado através de
exame fisico como afericdo da temperatura, peso, coloracdo da mucosa ocular
e das gengivas e presenca de ictericia, tempo de preenchimento capilar,
presenca de dor abdominal e linfoadenopatia. A analise das amostras
sanglineas foi realizada através da microaglutinacdo em tubo. Este trabalho
teve como objetivo identificar através da aplicacdo de um questionario aspectos
epidemiolégicos da leptospirose canina em animais atendidos no Hospital
veterinario da UNIME, Lauro de Freitas, Bahia.
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INTRODUCAO

De acordo com HORSCH (1988); LEFBVRE (2003), as leptospiras sé&o
espiroquetas da familia Treponemataceae e da ordem dos Spirochaetales, sdo
Gram negativas, em formato de S ou C, mdveis, apresentando mais de 212
sorovares(sv), agrupados em 23 sorogrupos. A Leptospirose € uma
enfermidade comum ros animais de estimacéao, producéo ou silvestres — que
podem ser fonte de infeccdo para humanos (Zuerner et al., 1995) ,causada por
bactérias classificadas em duas principais espécies: as Leptospiras
patogénicas, membros da espécie L. interrogans e as L. biflexa, cepas
saprofitas de vida livre no ambiente. Roedores, pequenos carnivoros, animais
domésticos e errantes sao reservatorios conhecidos dessa enfermidade. De
acordo com Caldas et al.,, (1997), o cdo, como pode ser infectado, com
frequéncia, pelo agente da leptospirose, € considerado reservatério
assintomatico, representando desta forma um elo de transmissao entre o ser
humano e o rato — portador sadio universal — principalmente em paises
tropicais. Em consequéncia disso, eles constituem uma fonte perene de
infeccdo tanto para outras espécies de animais como para o homem (Santa
Rosa et al., 1980). Areas urbanas periféricas cujas condi¢bes sanitarias e de
infra-estrutura séo precarias constituem-se em zonas de risco de contaminacao
de animais e do homem. A transmiss&o ocorre através do contato com agua e
alimentos contaminados pela urina, fetos abortados e corrimentos uterinos de
um animal infectado. Pode ocorrer também durante o cruzamento, onde o
microrganismo no periodo de leptospiremia esta contido no sémen, tornando
possivel a disseminagcdo venérea. A invasado do tecido cutaneo pela leptospira
ocorre através das mucosas, de lesdes ou pela pele intacta, porém,
sensibilizada por contato prolongado com fontes de infeccdo como agua e
urina. As leptospiras alcancam a corrente sanguinea e 6rgdos
parenquimatosos no 8° dia da infeccdo. Esta se constitui na fase septicémica,
onde ocorre a inducao da producéo dos anticorpos que auxilia na destruigéo
das leptospiras, constituindo assim, a fase toxica da doenca. Caso ocorra a
sobrevivéncia dos microrganismos pela resposta imunolégica, podem alojar-se

em oOrgdos de tropismo como tubulos renais, utero, olhos e meninges



(HORSCH, 1988; QUINN et al., 2005). No homem e nos animais a doenca
pode ser assintomatica ou até mesmo grave, podendo ser fatal caso haja
insuficiéncia renal ou hepatica (AIELLO; MAYS, 2001). Os animais com
leptospirose podem apresentar sinais clinicos inespecificos como voémito,
letargia e anorexia, podendo levar a falsos diagnosticos de dengue, hepatite
viral, dentre outros. Por outro lado, a presenca de sinais como olhos
congestionados, dor abdominal, uremia, trombocitopenia e ictericia, associados
a um histérico apropriado sugere um diagnostico de leptospirose. Este trabalho
teve como objetivo identificar através da aplicacdo de um questionario aspectos
epidemioldgicos da leptospirose canina em animais atendidos no Hospital
veterinario da UNIME (HOSVET), em Lauro de Freitas, Bahia.

MATERIAL E METODO

Amostras

O estudo foi conduzido no HOSVET situado no municipio de Lauro de Freitas,
Bahia, no periodo de 2007 a 2008. A amostragem foi realizada de forma
aleatdria e independentemente do quadro clinico do animal. O sangue foi
obtido assepticamente por venopuncao da jugular ou cefélica apds contencao
adequada do animal, utilizando-se seringas de 5 ml. Em seguida, o sangue foi
colocado em tubos identificados e transportados em recipiente isotérmico até o
Laboratério de Doencas Infecciosas (LADI)-HOSVET, o qual foi centrifugado
por 20 a 30 minutos a 4000 RPM para obtenc¢éo do soro. Todas as 23 amostras
foram armazenadas sob refrigeracdo a -20 °C até o momento das provas
sorolégicas. Os proprietarios dos animais responderam a um questionario
padronizado e previamente codificado para investigar idade, sexo, raca,
vacinacdo, histérico clinico e fatores de risco como presenca de roedores,
episoddios de enchentes, acumulo de lixo e auséncia de rede de esgoto. O
aspecto clinico do animal também foi avaliado através de exame fisico como
afericdo da temperatura, peso, coloracdo da mucosa ocular e das gengivas,
tempo de preenchimento capilar, presenca de dor abdominal e linfoadenopatia.
Os dados obtidos foram inseridos no programa Epilnfo 3.4.3 para posterior

analise das frequéncias.



Microaglutinagdo em Tubo (MAT)

Utilizou-se a prova de microaglutinagdo (MAT) em microscépio de campo
escuro com antigenos vivos no 8° dia de cultivo e conservada em meio
Fletcher, constituida de 18 sorovares de Leptospira spp., a saber: Andamana
(saprofita), Australlis, Autumnalis, Canicola, Cynopteri, Grippothyfosa,
Hebdomadis, Javanica, Panamd, Pomona, Pyrogenes, Wolffi, Shermani,
Catellonis, Tarassovi, Hardjo, Copenhageni (L1 130) e (C-1604-01). Para a
realizacdo da triagem e da titulacdo, as linhagens foram, inicialmente,
cultivadas em meio de Fletcher (semi-sélido) e, em seguida, mantidas por
repiques semanais em meio de Ellinghausen (EMJH). As linhagens das
leptospiras foram fornecidas pelo Centro de Pesquisa Gongalo Muniz (CPqGM)
— FioCruz. A cepa L1 130 foi isolada de um paciente humano no Hospital Colto
Maia num surto de leptospirose que acometeu Salvador em 1996. Ja a cepa
(C-1604-01) foi isolada de um canino no bairro de Pau da Lima, Salvador. A
bateria de cepa de leptospiras utilizadas nessa pesquisa esta detalhada na

tabela 1.

Tabela 1: Demonstragdo das variantes soroldgicas.

Sorogrupo Variante do sorogrupo
Australis australis
Autumnalis autumnalis
Ballum castellonis
Canicola canicola
Cynopteri cynopteri
Grippothyphosa grippotyphosa
Hebdomadis hebdomadis

Icterohaemorrhagiae
Icterohaemorrhagiae

copenhageni (C-1604-01)
copenhageni (L1 130)

Javanica javanica
Panama panama
Pomona pomona
Pyrogenes pyrogenes
Sejroe hardjo (hardjopragitna)
Sejroe wolffi
Shermani shermani
Tarassovi tarassovi
Andamana andamana




Triagem

A triagem foi realizada com os 23 soros, utilizando uma bateria de 18 sorovares
como antigenos. Apés o cultivo dos antigenos em meio EMJH por 8 dias em
estufa a 30°C, eram removidos 0,2ml de cada antigeno e adicionado a 0,2ml do
soro diluido em solucéo salina em uma proporcao de 1:25, 1:50 e 1:100. Esse
procedimento foi realizado com cada soro no qual se testava a aglutinacao
para os diferentes sorovares. Em seguida, as misturas de soro e antigeno eram
encaminhadas a estufa de 37°C durante 3 (trés) horas e posteriormente eram
realizadas as leituras através da microaglutinagcdo (MAT) em campo escuro. Os
SOros que apresentaram reacao positiva para um determinado sorovar foram
novamente congelados para posterior utilizagéo na titulacado juntamente como o

sorovar reagente.

Titulacéo

A titulacédo foi realizada com as 11 amostras selecionadas da triagem. Os soros
sofreram um diluicdo de 1:50 em solucédo salina na quantidade de 4,9 ml de
solucéo salina para 0,1 ml do soro. Em seguida, foi removido da diluicdo 0,2 ml
com uma micropipeta e colocado em um eppendorf que recebeu a identificacédo
do titulo de 100 e mais 0,2 ml do antigeno foi adicionado nesse mesmo
eppendorf. Um segundo eppendorf, identificado com a numeracao do titulo de
200, recebeu 0,2 ml da mistura do 1° eppendorf e mais 0,2 ml do antigeno. No
3° eppendorf com a identificagcdo do titulo de 400, recebeu 0,2 ml do 2°
eppendorf mais 0,2 ml do antigeno. O 4° eppendorf com a identificagdo do titulo
de 800, recebeu 0,2 ml da diluicdo do 3° eppendorf e mais 0,2 ml do antigeno.
O 5° eppendorf representando uma titulagdo de 1600 recebeu 0,2 ml do
antigeno e mais 0,2 ml da diluicdo do 4° eppendorf. Seguiram-se estes
procedimentos, aumentando-se a titulacdo, enquanto fossem obtidos
resultados positivos na diluicdo anterior. Todo o procedimento foi realizado em
todos os soros separadamente, utilizando os sorovares que havia sido positivo
para determinado soro no teste de triagem. Para a realizacdo da leitura da
aglutinacdo, foram removidos 10 pl de cada eppendorf e postos em laminas e



encaminhadas a microscopia em campo escuro para a realizacdo da titulacao.
Os soros foram titulados de acordo com a dUltima titulacdo observada ao
microscopio e apenas aqueles que atingiram uma titulacdo igual ou maior auq

1:100 foram considerados reagentes.

RESULTADOS

Das 23 amostras submetidas ao teste de microaglutinacdo 10 (43,5%) foram
consideradas reagentes sendo que 5 (21,7%) foram reagentes para o0 sorovar
copenhageni (L1 130), 3 (13%) para cada um dos seguintes sorovares:
copenhageni (C-1604-01), castellonis, cynopteri e grippothyphosa e 1 (4,3%)
para cada um dos sorovares: pomona, australlis e autumnalis; 5 animais
reagiram para 2 ou mais sorovares. Dos 10 animais reagentes, 3 (30%) foram
machos e 7 (70%), fémeas. A idade variou de 3 a 10 anos, sendo que 2
animais tinham 4 e 8 meses cada. Entre os reagentes, 9 sdo exemplares puros
das racas: fila, cocker spainel, boxer, akita, labrador, rottweiler; apenas um
animal é sem raca definida (SRD). Os animais que apresentaram maior
titulacdo foram os de raca definida: dois akitas (um com 1:200 para cynopteri e
outro com 1:1600 para 0 mesmo sorovar e 1:100 para os sorovares autumnalis
e grippothyphosa). O boxer com 1:200 para L1 130, um cocker com 1:200 para
L1 130 e para G1604-01, o rottweiler com 1:200 para L1 130 e o maior
destaque para o labrador de 4 meses com 1:3200 para L1 130 e 1:6400 para

C-1604-01 que havia sido vacinado 2 meses antes da coleta sanglinea.

Tabela 2: Sorovares Detectados na Microaglutinagcéo

SOROVARES POSITIVOS | NEGATIVOS
copenhageni (L1 130) 05 (21,7%) 18 (78,3%)
copenhageni (C-1604-01) 03 (13%) 20 (87%)

castellonis 03 (13%) 20 (87%)

cynopteri 03 (13%) 20 (87%)

grippothyphosa 03 (13%) 20 (87%)
pomaona 01 (4,3%) 22 (95,7%)
australlis 01 (4,3%) 22 (95,7%)

autumnalis 01 (4,3%) 22 (95,7%)




De acordo com as respostas fornecidas pelos proprietarios, dos animais
reagentes, apenas 4 (40%) alegaram a presenca de ratos nas proximidades da
residéncia e 6 (60%) a auséncia do roedor. Com relacédo as tocas ou ninhos
desses animais 7 (70%) notaram a sua presenca e 3 (30%) nao. Avaliando a
presenca dos roedores e tocas: 3 (30%) dos proprietarios notaram a presenca
de ambos nas residéncias e 2 (20%) proprietarios desses animais reagentes
ndo notaram nem a presenca dos roedores nem de tocas. Com relacdo a
vacinacdo dos animais considerados reagentes, apenas 1 proprietario ndo
soube dizer se o céo era vacinado, 1 alegou nunca ter vacinado o seu animal e
8 disseram que vacinaram, sendo as vacinas procedentes de clinicas
veterinarias, caracterizando uma maior validacdo dessa vacinacdo. Desses 8
animais, apenas 2 apresentavam pouco tempo (2 meses) entre a vacinacgéo e a
coleta do sangue, sendo que destes encontra-se aquele que apresentou maior
titulo, ja citado anteriormente. Os demais ja possuiam de 4 a 6 meses de
vacinacdo, sendo alguns chegando a mais de 1 ano. Quanto a presenca de
vegetacdo 5 (50%) informaram a sua presenca na residéncia ou préxima a ela
e 0s outros 5 a sua auséncia. Quanto a presenca do sarigué (Didelphis
albiventris), apenas 3 (30%) proprietarios alegam a presenca do animal na
propriedade ou préximo a ela; os outros 7 (70%) informaram que nunca viram
tais animais na regido peridomiciliar. Dos 10 animais reagentes, 30% (3)
bebiam agua de outros locais (piscina e mar) que ndo o seu bebedouro,
considerando que esta agua esta mais susceptivel a contaminacfes. Quanto
ao saneamento béasico, 1 (10%) informou que havia na regido esgoto a céu
aberto e 9 (90%) alegaram n&do haver. Quanto aos sinais clinicos, apenas 1
apresentou um dos sinais caracteristicos da doenca: ictericia, que se mostrou
leve e somente na mucosa ocular. Quanto a queixa principal desses aniamais,
motivo pelo qual foram atendidos pelo hospital, apenas 1 demonstrou sinais
pertinentes a leptospirose: distdrbios no trato genito-urinario, os 9 demais
(90%) apresentaram sinais inespecificos como apatia, inapeténcia,
emagrecimento, diarréia, problemas dermatolégicos anorexia e problemas
auriculares.

Tabela 3: Resultado do questionario epidemioldgico aplicado aos reagentes
em numero de animais



ROEDOR | TOCAS | VACINACAO | VEGETACAO | SARIGUE | BEBER AGUA* | ESGOTO
Sim 04 07 08 05 03 03 01
Néo 06 03 01 05 07 07 09
Nao 00 00 01 00 00 00 00
Sabe
TOTAL 10 10 10 10 10 10 10

* Animais que bebem agua de outras fontes como piscina e mar

Os outros 13 (56,5%) animais foram consideradas néo-reagentes e destes,
61,5% (8) sdo machos e 5 (38,5%) fémeas. Desses animais, 6 @5,2%) nao
tinham raca definida e 7 (54,8%) eram exemplares puros. A tabela 4 a seguir
indica o resultado da inquiricdo dos proprietarios quanto aos seguintes dados:
roedores, tocas de roedores, vacinacdo, vegetacao, lixo, sarigué, beber agua

de outras fontes, esgoto a céu aberto e ictericia.

Tabela 4: Resultado do questionario dos animais néo-reagentes

ROEDOR | TOCAS | VACINACAO | VEGETACAO | LIXO | SARIGUE | BEBER | ESGOTO | ICTERICIA
AGUA*
Sim 07 11 08 09 04 04 01 01 01**
N&o 05 01 05 03 08 07 12 11 11
Néo 01 01 00 01 01 02 00 01 01
Sabe
TOTAL 13 13 13 13 13 13 13 13 13

* Animais que bebem agua de outras fontes como piscina
** Um caso de ictericia severa

Dentre os sinais clinicos presentes, os 13 animais apresentaram sinais
inespecificos, ndo caracteristicos para a doenga, como: vomito, inapeténcia,
apatia, emagrecimento, rinorragia, aborto, porém 3 desses animais
apresentaram distUrbios do trato genito-urinario como andria, hemataria e um
com suspeita de leptospirose, porém, todos os 13 nao-reagentes no teste de

microaglutinacao.



DISCUSSAO

Os caes errantes e domeésticos podem, pelo seu estreito convivio com o
homem, servir de importante fonte de infeccédo, participando na epidemiologia
da doenca (GENOVEZ,1996; FARRINGTON & SULZER, 1982). Diferentes
estudos sobre pesquisa de aglutininas especificas no soro de animais, com a
finalidade de demonstrar o contato dos cdes com a bactéria, relatam
frequéncias muito variaveis (AVILA et al., 1998). No presente trabalho,
observouse que o sorovar mais frequente foi o copenhageni (L1 130),
ratificando a afirmacdo de BROWN et al. (1996) de que a ocorréncia dos
sorotipos L. canicola e L. icterohaemorrhagiae vem decrescendo, sendo que
nenhum animal reagiu para o sorovar canicola. AVILA et al. (1998), relata que
o ambiente fisico, biologico e econ6mico-social influenciam a ocorréncia de
leptospirose. A agua, considerada o fator ambiental mais importante na
manutengdo da leptospira (ANDRE-FONTAINE; GANIERE, 1990), segundo
SZYFRES (1976), WEEKES; EVERARD; LEVETT (1997), uma vez
contaminada com a urina de animais infectados constitui um elemento bastante
significativo na transmissdo da leptospirose. Apesar desses dados, nosso
estudo ndo encontrou relacdo significativa entre o habito de os animais
beberem &gua de fontes possivelmente contaminadas e a infeccdo por
leptospira. Quanto a presenca de roedores, avaliada pelo questionario, ndo
encontramos relagédo entre a mesma e a infeccdo dos cées. Entretanto, a
prevaléncia do sorovar copenhageni aponta a importancia da populacdo de
roedores na transmissao da doenca (BATISTA et al., 2005), o que reforca a
necessidade de controle de roedores. Em geral, nosso estudo ndo encontrou
relacdo positiva entre as varidveis epidemioldgicas analisadas com a
frequéncia de infeccéo, o que pode ser justificado pelo fato de que as respostas
dos proprietarios ndo sdo inteiramente confiaveis, pois 0s mesmos podem
esquecer ou mesmo ocultar fatos que consideram indesejaveis (como presenca
de roedores em casa), 0 que torna muitas vezes inconclusivas as informacodes
obtidas nos questionérios.

CONCLUSAO



Os resultados obtidos servem como um alerta em relagdo ao potencial
zoonotico da leptospirose canina. Apesar de ndo podermos observar a relagéo
entre a presenca dos fatores de risco e a infeccdo dos animais, €
imprescindivel o cuidado contra a exposicdo dos proprietarios e comunicantes
dos cées a alguns dos mesmos fatores de risco a que estiveram expostos 0s
cdes. A maior prevaléncia do sorovar copenhageni indica a importancia de
roedores como transmissores da leptospirose, o que reforga a necessidade de

programas de controle e educacéo em saude.
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