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RESUMO

Silva, Livia Gongalves da; MSc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; setembro/2007 Incidéncia de leptospirose em animais e em seres
humanos em regido representativa do noroeste do estado do Rio de Janeiro;
Professor orientador: Marcio Manhaes Folly.

Foi realizado um estudo sorolégico da leptospirose em 32 seres humanos, 120
fémeas da espécie bovina e 10 cédes de propriedades leiteiras de Itaperuna/RJ,
Brasil. A prevaléncia da leptospirose bovina na regido foi de 14% (0,14+0,06) de
acordo com o teste de Soroaglutinagdo Microscépica (SAM). Em 6,67% (0,07£0,05)
do rebanho bovino testado, o sorovar Tarassovi foi o mais encontrado, seguido do
sorovar Hardjo 5% (0,05%0,04). A porcentagem de seres humanos com leptospirose
foi de 16% (0,16+0,13), sendo identificado os sorovares mais presentes o
Icterohaemorrhagiae 6.25% (0,06+£0,09) e Australis 6.25% (0,06+0,09). De acordo
com o ELISA-IgM os humanos ndo apresentavam titulos de IgM indicativos de
infeccao recente. A porcentagem de cées soropositivos foi de 20% (0,20+0,30) para

o sorovar Canicola.

Palavras-chave: diagnéstico sorolégico, leptospirose, sanidade animal
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ABSTRACT

Silva, Livia Gongalves da; MSc; Universidade Estadual do Norte Fluminense —
Darcy Ribeiro; setembro/2007 Incidence of leptospirosis in animals and humans in
representativeness region of northwest of estado in Rio de Janeiro; Adviser: Marcio
Manh&es Folly.

The serology study for leptospirosis in 32 humans, 120 cow and 10 canines was
realized in farms of Itaperuna/RJ, Brazil. The prevalence of bovine leptospirosis was
14% (0.14+0.06) according to microscopic agglutination test. In 6.67% (0.07+0.05) of
the tested dairy cattle, the Tarassovi serovar was the most common, followed by the
Hardjo serovar 5% (0.05+0.04). The prevalence of leptospirosis in humans was 16%
(0.16%£0.138), and the serovars identified were: Icterohaemorrhagiae 6.25%
(0.06£0.09) and Hardjo 6.25% (0.06+0.09). According with ELISA the results not
found title for reactive-IgM. The percentage of canines was 20% (0.20+0.30) for

Canicola serovar.

Key-words: serology diagnostic, leptospirosis, animal sondness
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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose causada por uma bactéria do género
Leptospira na qual os animais sdo hospedeiros primérios essenciais para a
persisténcia dos focos da infecgdo e os seres humanos hospedeiros acidentais.

A distribuicdo geografica da leptospirose é cosmopolita, no entanto a sua
ocorréncia € favorecida por condigdes ambientais vigentes nas regides de clima
tropical e subtropical, onde a elevada temperatura e os altos indices pluviométricos,
favorecem o aparecimento de surtos epidémicos de carater estacional. Ocorre em
areas urbanas e rurais, estando livres somente as regides polares do planeta. O
estado do Rio de Janeiro possui clima tropical atlantico e o seu relevo e formado de
terras situadas em geral abaixo de 200m de altitude na Baixada Fluminense ou
acima de 200 metros no Planalto ou Serra Fluminense. Assim, o estado do Rio de
Janeiro possui condi¢cdes que favorecem a persisténcia das leptospiras viaveis no
meio ambiente. A microrregiao de Itaperuna é marcada por episoddios de enchentes,
principalmente nos periodos de maior indice pluviométrico.

A doencga € causada por sorovares da Leptospira spp., uma espiroqueta
mével devido ao seu axostilo (estrutura semelhante a flagelo e filamentosa). A
bacteriose acomete roedores e outros mamiferos silvestres e constitui um problema
veterinario de grande relevancia, atingindo animais domésticos, como caninos e
felinos, além de outros animais de importancia econémica, como bovinos, equinos,
suinos, caprinos e ovinos. A bactéria tem como principais reservatorios roedores

silvestres e urbanos.



Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a maioria das infecgbes
ocorre por falta de estruturas que criam condi¢ées sanitdrias adequadas como:
drenagem de aguas pluviais, redes de esgoto e coletas de lixo. As inundagées,
observadas apds periodos prolongados de chuvas, sao propicias a disseminagao e
permanéncia das leptospiras no ambiente, pois desse modo nao ocorre a
evaporagao ou absorcdo, pelo solo, da urina proveniente de animais infectados,
servindo assim como fonte de infecgdo para animais e humanos que anteriormente
nao albergavam estes microrganismos.

A leptospira é transmitida de animal a animal e de animal ao homem. A
transmissdo homem a homem, porém, é rara, além da transmissao transplacentaria,
que é comum entre animais.

Todos os casos suspeitos de leptospirose, humana, devem ser notificados
com base nos critérios clinicos e epidemioldgicos e confirmados através de testes
laboratoriais.

O diagnéstico da leptospirose se baseia em informagdes clinico-
epidemiolégicas, juntamente com os resultados dos exames laboratoriais. As provas
laboratoriais especificas para diagnéstico da leptospirose compreendem, além da
pesquisa de anticorpos especificos, a microscopia direta (como auxilio) e o cultivo do
agente etiolégico a partir de sangue, urina, liquor e em determinadas situacoes,
tecidos de 6rgaos afetados ou até mesmo fetos abortados. A escolha do material a
ser enviado ao laboratério dependera da fase da doenca e da disponibilidade de
laboratério capacitado para execucao dos testes.

Os danos causados pela leptospirose a saude animal e a humana, fazem
desta uma das doengas de maior importancia zoonoética. Sao de grande importancia
estudos epidemiologicos sobre a leptospirose em diferentes regides para que
possam ser identificados os sorovares mais frequentes, e deste modo poder
controlar a doenga.

Neste estudo objetivou-se, através da realizagdo do teste de Soroaglutinagéao
Microscépica (SAM): identificar a ocorréncia da leptospirose e os sorovares
predominantes em fémeas da espécie bovina de aptidao leiteira; identificar a
presenca de leptospirose em caninos e trabalhadores da zona rural, que mantém
contato com os bovinos; avaliar a relacao dos sorovares existentes nestas diferentes

espécies da microrregiao de ltaperuna, estado do Rio de Janeiro; identificar através



do Ensaio Imunoenzimético (ELISA), a fase da doenga em que se encontravam o0s
humanos.

A partir dos resultados obtidos poderd ser possivel melhorar, através da
vigilancia sanitaria, a sanidade do homem e dos animais, alertar aos produtores
rurais sobre a incidéncia da doenca na regido e, deste modo, obter uma maior
produtividade dos animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leptospira spp.

2.1.1. Classificacao taxonomica

Reino Bacteria

Ordem Siirochaetales
Familia Leptospiraceae
Filo Spirochaetes
Classe Spirochaetes

Género Leptospira

2.1.2. Caracteristica da Leptospira spp.

Leptospiras sdo bactérias aerdbicas ou microaerdbicas, compreendem 17
espécies, entre estas encontram-se espécies patogénicas (Tabela 1) e saprofitas,
tendo mais de 300 sorovares (> 230 patogénicos); a global distribuicdo de espécies
e sorovares varia largamente, com diferengas na viruléncia entre sorovares
patogénicos (PAPPAS e CASCIO, 2006).

ELLIS, 1984 apds analisar a prevaléncia, patogénese e controle da
leptospirose bovina, classificou a doenga em dois grupos etioldgicos: um de cepas



adaptadas ao hospedeiro e um segundo grupo de cepas incidentes, compostos por
sorovares comuns em causar a doenga em outros animais.

A unidade taxondmica basica é o sorotipo ou sorovar, representado por uma
amostra de referéncia.

A Leptospira € um microrganismo helicoidal, apresenta uma ou ambas as
extremidades encurvadas, ou em forma de gancho, dotada de grande motilidade
conferida por um axéstilo, bacilos finos (0,1 x 6 a 12um) e espiralados. Os
Spirochaetes sao delgados, moveis, flexiveis e unicelulares. O periodo de sobrevida
das leptospiras patogénicas, na agua, varia segundo a temperatura, o pH, a

salinidade e o grau de poluicdo; sua multiplicacao é 6tima em pH compreendido

entre 7,2 a 7,4 (MANUAL DE LEPTOSPIROSE, 1997).

Tabela 1. Leptospiras patogénicas mais comuns em infecgoes.

Espécie Sorovar Amostra de Sorogrupo
Referéncia
interrogans Australis Ballico 1
interrogans Bangkok Bangkok-D92 1
interrogans Bratislava Jez-Bratislava 1
interrogans Fugis Fudge 1
interrogans Hawain LT 62-68 1
interrogans Jalna Jalna 1
interrogans Lora Lora 1
interrogans Muenchen Munchen C 90 1
interrogans Wewak LT 65-68 1
interrogans Autumnalis Akiyami A 2
interrogans Bankinang Bangkinang | 2
interrogans Bulgarica Mallika 2
interrogans Carlos C-3 2
interrogans Mooris Moores 2
interrogans Rachmati Rachmat 2
interrogans Weerasinghe Weerasinghe 2
interrogans Bataviae Van Tienen 4
interrogans Losbanos LT 101-69 4
interrogans Paidjan Paidjan 4
interrogans 21-74 21-74 4
interrogans 26-73 3859 4
interrogans Benjamin Benjamin 5
interrogans Bindjei Bindjei 5
interrogans Broomi Patane 5
interrogans Canicola Hond Utrecht IV 5




interrogans Canicola Ruebush 5

interrogans Dukou 83194 5

interrogans Jonsis Jones 5

interrogans Kuwait 136/2/2 5

interrogans Portlandvere MY 1039 5

interrogans Qunijian 7957 5

interrogans Schueffneri Vleermuis 90C 5

interrogans Sumneri Sumner 5

interrogans Djasiman Djasiman 8

interrogans Gurungi Gurung 8

interrogans Sentot Sentot 8

interrogans Grippotyphosa Andaman 9

interrogans Liangguang 1880 9

interrogans Muelleri RM 2 9

interrogans Valbuzzi Valbuzzi 9

interrogans Hebdomadis Hebdomadis 10
interrogans Kremastos Kremastos 10
interrogans Birkini Birkin 11
interrogans Budapest PV-1 11
interrogans Copenhageni M20 11
interrogans Copenhageni "virulent" 11
interrogans Copenhageni Wijnberg 11
interrogans Gem Simon 11
interrogans Honghe H2 11
interrogans Icterohaemorrhagiae RGA 11
interrogans Icterohaemorrhagiae 1 (sourceA) 11
interrogans Lai Lai 11
interrogans Mankarso Mankarso 11
interrogans Monymusk LT 75-68 11
interrogans Monymusk 81552 11
interrogans Mwogolo Korea 11
interrogans Naam Naam 11
interrogans Nanxi HK6 11
interrogans Smithi Smith 11
interrogans 82224 82224 11
interrogans Lanka R 740 13
interrogans Szwajizak Szwajizak 16
interrogans Cornelli CB 18
interrogans Kennewicki LT 1026 18
interrogans Monjakov Monjakov 18
interrogans Pomona Pomona 18
interrogans Pomona 164 18
interrogans Pomona S91 18
interrogans Pomona Wickard 18
interrogans Pomona Johnson 18
interrogans Abramis Abraham 19
interrogans Biggis Biggs 19
interrogans Camlo LT 64-67 19
interrogans Guaratuba An 7705 19
interrogans Manilae LT 398 19
interrogans Pyrogenes Salinem 19
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Sanmartini
87-029496
Fluminense
May
Vargonicas
Beye
Georgia
Ruparupae
Szwajizak
Tabaquite
Dania
Tropica
Alexi
Alexi
Bagua
Cenepa
Princestown
Pyrogenes
Varela
Machiguenga
Weaveri
Rio
Caribe
Gorgas
Guaricura
Trinidad
X 47
Babudieri

10
Li 130

L14

TRVL/CAREC 137774

MW 4
LT 64-68
LT 430
MR 12
NN-1
M 13
CZ 188
Abrahamson
HS 622
Norland
Samson
Woerner
Figeiro
Bovino 131
2414 VAB
CZ 285
Brinkman
Clark
CT 63
KF0O01
Aa 3
May
24
1537 U
LT 117
M3
Oregon
TRVL 3214
K1
CZ 299
HS 616
Linaires
MW 12
MW 2
TRVL 112499
Northrup
1019
MMD 3
CZ 390
Rr5
TRVL 61866
1413 U
Bov.G.
TRVL 34056
X 47
Cl 40

14
15

17




santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
santarosai
meyeri
meyeri
meyeri
meyeri
meyeri

kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri
kirshneri

Luis
Shermani
Aguatica

Atchafalaya
Atlantae
Bakeri
Bravo
Chagres
Darien
Gatuni
Navet
Rama
Sulzerae
83-011457
Bananat
Peru
Wawain
Sofia
Perameles
Ranarum
Hardjo
Semaranga

Ramisi
Bim
Bulgarica
Butembo
Erinaceiauriti
Lambwe
Djatzi
Bafani
Galtoni
Kamituga
Cynopteri
Agogo
Grippotyphosa
Grippotyphosa
Grippotyphosa
Grippotyphosa
Ratnapura
Valbuzzi
Vanderhoedeni
Kabura
Kambale
Bogvere
Dakota
Mwogolo
Ndahambukuje
Ndambari
Kunming
Mozdok

M 6
1342 K
45-74

LSU 1013

LT 81

LT 79
Bravo
1913 K
637 K
1473 K

TRVL 109873

316
LT 82
MO1K
Aa 14
MW 10
MW 6

Sofia 874
Bandicoot 343
lowa City Frgo (ICF)
Went 5
Veldrat Semarang

173
Musa

1051

Nicolaevo
Butembo
Erinaceus auritus 670
Lambwe
HS 26
Bafani
LT 1014
Kamituga
3522C
Agogo
Moskva V.

DF

GG

STP

Wumalasena
Duyster
Kipod 179
Kabura
Kambale
LT 60-69
Grand River
Mwogolo
Ndahambukuje
Ndambari
K5
5621

23
23
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
25
25
25
12
16
22
22
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kirshneri Tsaratsovo B 81/7 18

fainei Hurstbridge BUT 6 T ATCC

fainei Hurstbridge BKID 6
genomospecies 1 Pingchang 80-412 20
genomospecies 1 Sichuan 79601 25
genomospecies 2 Manzhuang A 23 10
genomospecies 2 Nanding M6901 10
genomospecies 2 Mengla A 85 12
genomospecies 2  Lushui (Also Known L70 15

As Manhao 1)

genomospecies 2 Manhao 3 L60 15
genomospecies 2 Yunnan A10 16
genomospecies 4 Hualin LT 11-33 11

Fontes: http://www.pasteur.fr/recherche/leptospira/leptospira.htm, WORLD HEALTH
ORGANIZATION — ILS (2003) e MOREY et al., 2006.

2.2. Historico

De acordo com o MANUAL DE LEPTOSPIROSE, (1997) a doenca foi descrita
pela primeira vez em 1880, no Cairo, por LARREY sendo posteriormente
mencionado por ADOLF WEIL em 1886, quatro casos de leptospirose em humanos,
tendo o seu nome, ainda hoje, associado as formas graves da doenga, denominada
Sindrome de Weil. O agente etiologico da leptospirose foi isolado pela primeira vez
em 1915, no Japado (INADA et al, 1915). Infeccbes por Spirochaeta
icterohaemorrhagiae foram relatadas pela primeira vez no Brasil, por Aragdo, em
ratos no Rio de Janeiro (MANUAL DE LEPTOSPIROSE, 1997). Em 1918, NOGUCHI
criou o género Leptospira, pelo fato da bactéria possuir forma espiralada
(SELLARDS, 1940).

No Rio de Janeiro, em 1940, onze caes com manifestagdes clinicas
compativeis com leptospirose foram submetidos a necropsia para confirmar a
presenca do agente causador da leptospirose em caes no Brasil (DACORSO, 1940,
citado por BROD et al., 2005).
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2.3. Epidemiologia

A leptospirose é uma doencga febril aguda que pode apresentar-se de varias
formas, desde um quadro simples, até formas graves que podem levar a morte. E
uma zoonose de distribuicdo global, causada pela infeccdo com espécies
patogénicas de Leptospiras (LEVETT, 2001). A distribuicdo global de espécies e
sorovares variam largamente, diferencas no potencial de viruléncia entre espécies
patogénicas tém sido consideradas (PAPPAS e CASCIO, 2006).

Nao é incomum a doenca se tornar endémica em uma regido geografica em
particular; podendo ser causada por um ou varios sorovares. Existem no mundo
grandes oportunidades para individuos adquirirem leptospirose (EDWARDS e
DOMM, 1960). A ocorréncia da leptospirose € significativamente maior em paises de
clima tropical do que nos de clima temperado, devido principalmente as condi¢oes
de temperatura e umidade, que favorece a longa sobrevida das leptospiras. A
doencga é sazonal, com pico no verao ou outubro, nas regiées de clima temperado e
durante as estagdes de chuva nas regides de clima tropical. Enchentes e chuvas
fortes contribuem para o contato do homem com agua e lama contaminada pela
urina de roedores, favorecendo a infeccdo. Apesar da leptospirose nao ser
considerada uma doenca tipicamente ocupacional em nosso pais, algumas
profissGes propiciam o contato com as leptospiras; como trabalhadores de limpeza,
desentupimento de esgotos, agricultores, veterinarios, tratadores de animais,
pescadores, magarefes, laboratoristas e bombeiros, dentre outras (ARSKY e
ARRUDA, 2004).

A doenca estd incluida na lista B da Office International des Epizooties (OIE)
de doengas a serem observadas nos animais e seus produtos (TERRESTRIAL,
2005). Leptospira sp. tem como reservatério natural animais selvagens, vertebrados,
principalmente mamiferos (MCDONOUGH, 2001). Dentre os mamiferos, os da
ordem Rodentia sdo os mais importantes; estes incluem ratazanas, ratos, dentre
outros (TURNER, 1967). O rato é o principal animal reservatério da leptospirose,
pois é capaz de permanecer eliminando o microrganismo pela urina por toda sua
vida, constituindo-se num portador assintomético universal; sua ocorréncia no
mundo inteiro faz com que a leptospirose ndo conhecga limites geograficos. Outros
animais podem estar envolvidos na cadeia epidemioldgica. O cao, pelo seu habito
domiciliar, foi identificado por FEIGIN et al., (1973), como causador de leptospirose
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em varios humanos e atribuiram a infecgdo dos caes ao contato com ratos em areas
peridomiciliares. Existe uma soroprevaléncia maior em cées errantes em relacéo a
caes domiciliados, uma vez que os animais soltos nas ruas tendem a ficar mais
expostos a inumeras fontes de infecgédo e/ou vias de transmissao, representadas por
outros animais, portadores sadios ou assintomaticos, e aguas contaminadas com
urina dos mesmos (BATISTA et al., 2004). A leptospirose tem sido evidenciada em
bovinos, ovinos, caprinos e equinos. O bovino infectado elimina a Leptospira pela
urina por um tempo prolongado, determinando a contaminag¢ao de outros individuos.
Atualmente, o papel de Hardjo como a principal sorovariante patogénica para
bovinos é aceito universalmente, a sua presencga independe da regido e do indice
pluviométrico (ELLIS, 1984). Em relacdo aos animais silvestres, é grande a
variedade de espécies entre roedores e carnivoros, incluindo raposas, chacais,
ourigos, guaxinins, gambas, doninha e gatos selvagens. Estudos em zooldgicos
indicam uma grande soroprevaléncia de anticorpos anti-leptospira em animais
mantidos em cativeiro, apresentando estes sintomas e sinais clinicos semelhantes
aos animais domésticos. Em estudos realizados por ESTEVES et al.; (2005), dos
167 animais analisados, 17 foram positivos (9,82%) para leptospirose, pelo teste de
Soroaglutinagdo Microscépica, incluindo entre os animais positivos espécies de
Leopardus pardalis (Jaguatirica), Chrysocyon brachyurus (Lobo-Guard),
Oreochromis niloticus (Tilapia-do-Nilo), dentre outras; indicando que a infeccdo por
Leptospira spp. existe nos animais de cativeiro e pode se perpetuar neles sendo um
potencial de disseminacéo da doenca.

Seres humanos envolvidos em servicos de saneamento ambiental
apresentam alto risco de contrair a leptospirose, devido ao contato direto com
ambientes contaminados por urina de roedores e carnivoros domésticos (BROD et
al., 2005). No trabalho de Garcia e Navarro, 2001 indica que a populacédo da zona
rural encontrava-se mais exposta a infeccao por Leptospiras, € que o auxilio a partos
em animais pode ser um grande fator de risco.

Sorovares presentes em uma determinada regido estdo associados com a
presenca de grande numero de hospedeiros, como os reservatorios naturais da
infeccdo. Hospedeiros de manutencdo sdo muitas vezes animais selvagens e,
algumas vezes, animais domésticos. O contato direto ou indireto com urina de
hospedeiros de manutencdo serve de fonte de infecgdo para outros animais
(MCDONOUGH, 2001). Em regiées tropicais, um programa de controle de
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leptospirose bem sucedido estda diretamente relacionado a vacinagbes e
investigacdes praticas de manejo do rebanho bovino e a identificagdo de fatores que
favorecam a prevaléncia da doenca (LILENBAUM e SOUZA, 2003).

A sobrevivéncia de leptospiras no ambiente depende principalmente de
condicdes ambientais apropriadas como temperatura alta, elevado grau de umidade
e pH levemente alcalino. A prevaléncia de leptospiras dependera, portanto, de um
animal portador que € o disseminador, da contaminagao e sobrevivéncia do agente
no ambiente e do contato de individuos susceptiveis com o agente (BLAZIUS et al.,
2005).

Os resultados dos exames soroldgicos dependem da técnica empregada, da
colecao de antigenos empregada, do ponto de corte da reacdo e também de
variaveis relacionadas ao tamanho dos rebanhos, localizacdo das propriedades e
periodo dos anos que a coleta de amostras foi realizada. A dinamica destes fatores
torna necessaria a existéncia de um sistema permanente de vigilancia
epidemiolégica que possibilite o monitoramento da distribuicdo espacial das
variantes soroldgicas de leptospiras presentes na populagdo bovina do Pais
(FAVERO et al., 2001).

2.4. Situacao da leptospirose no Brasil

No Brasil, a leptospirose € considerada uma doenca endémica e constitui um
sério risco a saude publica (FIGUEIREDO et al., 2001).

Em 2003, no estado do Rio de Janeiro, foram confirmados 199 casos de
leptospirose e 45 ébitos. O coeficiente de incidéncia foi de 1,3/100 mil hab. e a
letalidade 23%, maior que a média nacional (12%) (SISTEMA NACIONAL DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2005).

Em 2005, o estado de S&o Paulo liderou a lista dos casos confirmados de
leptospirose no pais, com 858 casos. Pernambuco e Rio de Janeiro também
estiveram no topo da relagdo, com 407 e 409 pacientes, respectivamente. No total,
foram 431 mortes em decorréncia da leptospirose no Brasil no ano de 2005
(http://64.233.169.104/search?g=cache:3k36gyovkcmj:gl.globo.com/Noticias/brasil/o)

A maior parte dos casos de leptospirose no Brasil esta ligada as condi¢des de

vida e infra-estrutura sanitaria, principalmente em nivel domiciliar. A leptospirose
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ocorre em areas urbanas e rurais, mas a maioria dos casos notificados provém das
capitais e regides metropolitanas. No Brasil, a maioria dos casos ocorre nas grandes
cidades, pelo contato com aguas de enchente
(http://portal.saude.gov.br/portal/svs/visualizar texto.cfm?idtxt= 21733).

2.5. Patogenia

A leptospirose é uma doenca bifasica (GSELL, 1952, citado por EDWARDS e
DOMM, 1960).

A transmissdo da leptospirose ocorre através do contato direto com solo,
agua fresca contaminada com urina de animal infectado ou contato direto com tecido
animal infectado (PAPPAS e CASCIO, 2006). A Leptospira sp. penetra de forma
ativa através de mucosas (ocular, digestiva, respiratéria, genital), pele escarificada e
inclusive pele integra, em condi¢cdes que favorecam a dilatacdo dos poros (MANUAL
DE LEPTOSPIROSE, 1997).

Apds penetragdo no organismo, as leptospiras multiplicam-se ativamente a
nivel intersticial e nos humores organicos (sangue, linfa e liquor), caracterizando um
quadro agudo septicémico denominado de leptospiremia. O periodo de incubagao da
doenga dura em média 10 dias, sendo observado por CAMARGO et al., (1992), uma
variagao entre 6 e 30 dias. As lesGes primarias ocorrem em decorréncia da acao
mecanica do microrganismo ao nivel das células endoteliais de revestimento
vascular. A consequéncia direta da lesdo dos pequenos vasos € o derrame
sangliineo para os tecidos, levando a formacao de trombos e o bloqueio do aporte
sanguineo nas areas acometidas. Os sinais clinicos s@o variados, de acordo com a
extensao das lesdes e o tipo de 6rgao atingido. A primeira fase da doenca em geral
dura de 4 a 7 dias e termina com melhora dos sintomas (EDWARDS e DOMM,
1960).

Caso os mecanismos de defesa dos hospedeiros possibilitem que os mesmos
ultrapassem a primeira fase da infecgdo, atinge-se a segunda fase clinica, dito de
imunidade e leptospirdria, pois sdo demonstrados niveis variaveis de anticorpos
circulantes e de leptospiruria, caracterizando a colonizagdo das leptospiras nos
tubulos contornados renais dos animais acometidos, local privilegiado, onde os

anticorpos sdo observados em niveis muito reduzidos. A excregdo urinaria de
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leptospira passa a ser intermitente, podendo persistir por periodos de tempo de
longa duragdo, podendo variar de acordo com as espécies animais e a variante
sorologica da leptospira envolvida. Nos roedores, a presenca de leptospira pode ser
registrada permanentemente na urina. A leptospirose € dividida, portanto, em duas
fases, a leptospiremia e fase de leptospiriria e imunidade (TURNER, 1969 e
EDWARDS e DOMM, 1960).

2.6. Leptospirose

2.6.1. Leptospirose em humanos

A maioria dos pacientes com leptospirose, especialmente em areas
endémicas, ndao desenvolve a sindrome clinica. Em 90% dos pacientes com a
doenga, sdo observados sinais clinicos semelhantes ao da influenza, passando a
doenca muitas vezes despercebida (PAPPAS e CASCIO, 2003). Dentre os
sorovares da espécie interrogans, no Brasil, o sorovar Icterohaemorrahagiae parece
ser 0 mais comum em humanos (BLAZIUS et al., 2005). Em estudos realizados por
ROMERO et al., (2003) em Sao Paulo, Brasil foi observado 54,8% de amostras
positivas para este sorovar, no periodo entre 1969 e 1997. Em Recife, Salvador e
Sao Paulo este sorovar foi identificado como agente causal em mais de 50,0% dos
casos descritos (SILVA et al., 2003).

A leptospirose em criancas muitas vezes é subestimada, porque é geralmente
inespecifico ou similar a um resfriado comum (SILVA et al, 2003), passando assim
muitas vezes despercebida pelos médicos, devido esta se apresentar de forma nao
caracteristica e se assemelhar a maioria das infec¢des virais causadas pelo virus da
influenza. Alguns autores (CHILDS et al, 1992 e CRUZ, 1992, citado por SILVA et al,
2003), em inquéritos soroepidemiol6gigos, observaram soro-positividade crescente
com o aumento da idade da populacdao em estudo.

A leptospirose em criangas pode ser adquirida intra-Utero quando a mae
encontra-se infectada durante a gravidez, podendo ser o feto abortado geralmente
nos ultimos meses de gestacdo ou nascerem saudaveis (SHAKED et al, 1993). A
infeccao pela leptospira no periodo neonatal € rara e ocorre por transmisséo vertical.
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A transmissao pode ocorrer através do leite de lactante com leptospirose a lactentes
(BOLIN e KOELLNER, 1988). Neonatos com leptospirose podem ser tratados com
antibioticos e em geral apresentam melhora clinica. Em 2003, foram confirmados
199 casos de leptospirose e 45 dbitos no estado do Rio de Janeiro. O coeficiente de
incidéncia foi de 1,3/100 mil hab. e a letalidade, 23%, maior que a média nacional
(12%) de acordo com o Sistema Nacional de Vigilancia em saude, 2005.

Os grupos populacionais mais acometidos pela leptospirose sao aqueles que
trabalham ou vivem em areas sujeitas a enchentes, em precarias condi¢cdes de
moradia e/ou sem saneamento basico, em contato com agua ou lama e/ou esgotos
contaminados pela urina de roedores (MANUAL DE LEPTOSPIROSE, 1997). A
leptospirose constitui um preocupante problema sécio-econdmico. Em trabalho
realizado por GARCIA et al., 2001, foi observado relacao significativa de leptospirose
nos pacientes de area rural, que relataram ter contato com animais, sugerindo que a
populacdo da zona rural encontra-se exposta a infeccao por leptospira, e que o
auxilio a partos em animais pode ser um fator de risco. BLACKMORE e
SCHOLLUM, (1982) observaram como fatores relevantes para a soropositividade de
trabalhadores rurais: o sexo, casos confirmados da doenga no trabalho, histéria
clinica da doenga no gado, tipo de manejo do gado de leite, local de ordenha e
vacinagao do gado contra leptospirose e também indicaram como forma de controle
da incidéncia da doencga nos trabalhadores o controle da infeccdo no gado.

2.6.2. Leptospirose em caninos

A prevaléncia da leptospirose em caes de uma determinada regido varia
consideravelmente entre areas e entre paises, sendo mais elevada em regides
tropicais. Os caninos podem adquirir a infeccado pela convivéncia com outros caes
contaminados, bem como ratos que urinem em areas comuns (BLAZIUS, et al;
2005). O cao é considerado o hospedeiro natural do sorovar Canicola e o rato de
esgoto  (Rattus  norvegicus), o hospedeiro natural dos  sorovares
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni e Pyrogenes, que comumente infectam os céaes.
E sabido que os sorovares mais comumente associados e conhecidos da

leptospirose canina classica séao Icterohaemorrahagiae e Canicola.
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Os caes domiciliares podem adquirir a leptospirose pela convivéncia com
outros cées e ratos que urinem em areas comuns (VIEGAS et al., 2001). Animais
que vivem em areas urbanas periféricas, cujas condigbes sanitarias e de
infraestrutura sdo precarias, se constituem particularmente em populagdes de risco
(GENOVEZ, 1996, citado por VIEGAS et al., 2001).

Os cées domeésticos sdo considerados a principal fonte de infeccdo da
leptospirose humana, pois vivem em estreito contato com o homem e podem
eliminar Leptospiras vivas através da urina durante varios meses, mesmo sem
apresentar nenhum sinal clinico caracteristico (BABUDIERI, 1958 e EVERARD et al,
1987, citado por JOUGLARD e BROD, 2000). Em artigo escrito por FEIGIN et al,
1973 onde relataram casos de transmissdo de leptospirose por cdes saudaveis e
vacinados para seres humanos que mantinham contato com estes animais, foi
questionado a eficacia da vacina quanto a persisténcia do estado de portador e
disseminador da doenca nos animais vacinados, ja que foi observado que os caes
mesmo vacinados puderam vir a abrigar leptospiras nos rins e elimina-las pela urina,
contaminando 0s seus proprietérios; os autores concluiram que animais saudaveis
imunizados podem adquirir infeccdo subclinica e abrigar L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae.

Nos caes os sintomas predominantes sao aqueles relacionados com
insuficiéncia renal progressiva e uremia: perda de peso, poliuria, desidratagéo,
emese, diarréia, ulceracdes na cavidade oral e necrose da lingua nos casos mais
avancados ou pode apresentar uma infeccao inaparente. As leptospiras alcancam o
intersticio renal onde permanecem por longo tempo, causando nefrite intersticial
cronica, com a eliminacao das leptospiras para o meio ambiente e instalagdo de
faléncia renal (HAGIWARA, 2003). A leptospirose é a doenca que mais causa

faléncia renal em cédes (BOLIN, 2002).

2.6.3. Leptospirose em bovinos

Desde o primeiro relato da doengca em bovinos por MICHIN e AZHINOV,
(1935) a leptospirose bovina tem sido identificada em todo o mundo (ELLIS e
MICHINA, 1976). No Brasil, a leptospirose nos bovinos, além de nao ser doenga de
notificagdo compulséria, ndo esta submetida ao combate organizado por 6rgéaos e
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entidades publicas ou privadas de sanidade animal. Esse fato dificulta conhecer a
verdadeira extensdo das infecgées por Leptospira spp. em bovinos em diferentes
regides do pais (ARAUJO et al., 2005). A leptospirose em bovinos esté relacionada
principalmente com problemas na esfera reprodutiva (COGHLAN ET AL., 1969 e
LILENBAUM, 1996); causando abortos principalmente no terco final da gestacao,
natimortos, reabsorcdo fetal, nascimento de animais debilitados e infertilidade,
podendo a fémea precisar de 3-6 coberturas para conceber. Pode ocorrer mamite
clinica e subclinica, com presenca de flacidez de ubere e leite amarelado com
estrias de sangue, ocasionando elevada reducao na producgao, segundo SULLIVAN
et al., (1970), citado por RODRIGUES et al., (1999). Em vacas adultas das racas
com aptidao leiteira, pode haver a infecgdo da glandula mamaria e o quadro clinico é
o de uma mastite atipica, com sensivel diminuicao da secrecao lactea, ubere flacido
e o leite manchado com coagulos de sangue (MANUAL DE LEPTOSPIROSE, 1997).
Vacas infectadas com leptospira abrigam o microrganismo viavel no leite (ELLIS et
al., 1976, citado por BOLIN e KOELLNER, 1988), podendo transmitir a doenga para
seres humanos e animais que consumam este leite in natura.

Em trabalho realizado por ELLIS et al., (1982) foi observado que animais
soropositivos a leptospirose que abortaram fetos infectados possuiam titulos maiores
do que aqueles que abortaram fetos nao infectados; quando nao for possivel realizar
exame no feto abortado a sorologia da mae podera ser proveitosa para se chegar ao
diagnéstico da causa que levou ao abortamento, mesmo com titulo materno baixo, €
indicativo da doenca. Segundo COGHLAN et al.,, (1969) os pesquisadores
FENNESTAND, (1956) e BORG-PETERSEN, (1958) encontraram muitas
dificuldades no isolamento de leptospirose em fetos abortados de bovinos, chegando
a concluir que a Leptospira sp. em determinadas fases da doenca na vaca atravessa
a barreira placentaria, infecta o feto e apdés poucos dias morre; levando assim a
dificuldade no diagnostico fetal. Em trabalho realizado por, LILENBAUM e SANTOS,
(1996) foi analisado o efeito do manejo sobre a ocorréncia de leptospirose em 405
vacas de propriedades rurais localizadas em diferentes regides do Estado do Rio de
Janeiro, municipios: S&o Fidélis, Miracema, S&o Pedro da Aldeia, Casimiro de
Abreu, Macaé, Itaperuna, Campos dos Goytacazes, Marica, Cachoeiras,
Teresopolis, Petropolis, Magé, Trés Rios, Vassouras, Resende, Barra do Pirai e
Paraiba do Sul, em rebanhos que apresentavam desordens reprodutivas e

encontraram 68% de positividade para pelo menos uma variante sorolégica com
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reacbes mais presentes para as variantes: Hardjo (21%), Wolffi (14%), Bratislava
(9%) e Pomona (5%).

Dentre os animais de produgdo explorados em ecossistemas rurais, as
manifestagdes clinicas mais frequientes atingem a esfera reprodutiva, incluindo o
abortamento, usualmente no terco final da gestacdo. Em algumas ocasides, as
reprodutoras atingidas podem apresentar infertilidade ou mesmo esterilidade.
Diferentemente de outros animais e do homem, o quadro de insuficiéncia renal no
bovino é raro (SALLES e LILENBAUM, 2000).

2.7. Diagnosticos Especificos

Os exames laboratoriais sdo de grande importancia para a elucidacao
diagnéstica, uma vez que as variadas manifestacdes clinicas da leptospirose aguda
podem ocorrer em diferentes combina¢cées (TURNER, 1967), sendo confundida
constantemente com outras infecgdes. Para a solicitacdo dos exames especificos é
de grande importancia o conhecimento de que a doenga apresenta comportamento
bifasico. Na fase inicial, septicémia, as leptospiras podem ser encontradas no
sangue, liquor, sémen e na maioria dos tecidos. Na segunda fase, a imunoldgica, ha
0 aparecimento dos anticorpos séricos especificos e a eliminagdo das leptospiras na
urina. O diagndstico laboratorial é dificil quando a amostra adequada nao é enviada
ao laboratério (TURNER, 1967).

2.7.1. Exame direto

A visualizacdo das espiroquetas em microscopia de campo escuro € muito

dificil, porém pode ser feito a partir de amostras de urina, sangue, sémen e liquidos
resultantes do conteudo gastrico do feto abortado (SALLES e LILENBAUM, 2000).
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2.7.2. Cultura

O crescimento de leptospiras pode ocorrer em meios contendo soro ou
albumina, ou em meios sintéticos livre de proteinas (TURNER, 1970). As leptospiras
podem ser cultivadas a partir de sangue, liquor, urina, sémen, secrecado uterina de
vacas que abortaram e liquido gastrico de bezerros recém-abortados (LILENBAUM,
1996a), geralmente na primeira e no inicio da segunda semana da doenca. Os
meios liquidos mais utilizados sdo o de Stuart e semi-sélido de Fletcher, ambos
contendo soro de coelho, ou, ainda, o meio EMJH (Ellinghausen-McCullough-
Jonhson-Harris), contendo albumina e acidos graxos. O meio Tween 80/40/LH é
capaz de recuperar a concentracdo de células e motilidade de leptospira que
diminuiram esta capacidade apds serem cultivadas em meio EMJH sem antibiéticos
(FREITAS et al., 2004), além de também ser usado com grande sucesso no cultivo
de sorovares como Hardjo e Brastislava (ELLIS e THIERMANN 1986).

A cultura das leptospiras apresenta varias limitagées, como a complexidade
dos meios de cultura, a necessidade de semear o material imediatamente apds a
coleta, o longo tempo de geracdo da espiroqueta e, finalmente, a dificuldade
encontrada pelos laboratérios em obter a amostra livre de contaminantes
(LILENBAUM, 1996). O isolamento e identificacdo de leptospiras consumem
bastante tempo e necessitam de laboratérios de referéncia especializados
(ASLANTAS e OZEDEMIR, 2005). O crescimento de leptospiras é freqlientemente
vagaroso no primeiro isolamento, sendo as culturas retidas por mais de 13 semanas
antes de serem descartadas, mas subculturas puras em meio liquido crescem
normalmente entre 10 a 14 dias. Meio Agar em baixas concentra¢des (0,1 a 0,2%)
pode ser adicionado ao meio de cultura. Em meios contendo Agar, chamado de
meio semi-sélido, o crescimento das leptospiras alcanca a densidade maxima em
uma zona abaixo da superficie do meio do tubo de ensaio, isto ocorre devido a
tensdo détima de crescimento e é conhecido como anel ou disco de Dinger.

De acordo com CAMARGO et al.; (1992), varios fatores estao relacionados a
baixa sensibilidade das hemoculturas, entre eles, a interferéncia de anticorpos
especificos presentes no sangue, a dificuldade de crescimento “in vitro” do
microrganismo, mesmo em meios enriquecidos e 0 uso precoce e indiscriminado de
antibidticos.
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O isolamento da leptospira permite o diagndstico definitivo da infeccéo e
proporciona estudos epidemiolégicos e profildticos da leptospirose nas regides
acometidas (FREITAS et al., 2004).

2.7.3. Inoculacao em animais de laboratério

Nao oferece vantagens sob o ponto de vista clinico, para o isolamento das
leptospiras, quando comparado com os métodos de cultivo do sangue, liquor ou
urina obtidos assepticamente. Algumas vezes, tém sido utilizadas as técnicas de
inoculacdo de microrganismos em animais de laboratério, como meio de
manutencao em laboratério de cepas que ndo se adaptam bem aos meios de
cultura. Os animais mais usados para esta finalidade sdo as cobaias e os hamsters
(LOMAR et al., 2002).

2.7.4. Reacao em Cadeia de Polimerase - PCR

Essa técnica de biologia molecular baseia-se na deteccao e amplificacdo do
DNA de Leptospira sp. em tecidos ou fluidos do corpo. No Brasil, ainda esta sendo
implantada em alguns Centros de Pesquisa (SALLES e LILENBAUM, 2000) e tem
sido cada vez mais utilizada devido a sua precisdo, seletividade e elevada
sensibilidade na deteccdo de bactérias (SONG et al.,, 2003). De acordo com a
WORLD HEALTH ORGANIZATION — ILS (2003), amostras de sangue, urina, fluido
cerebroespinhal e amostras de tecidos podem ser aplicados ao PCR, para
diagndstico antes ou pds-morte.

Para o diagnéstico da leptospirose através de sémen em céaes destinados a
reproducdo, é considerada mais facil que outros métodos (KIM et al., 2006). DIAS et
al., (2006), avaliou a sensibilidade e especificidade da técnica de PCR, aliada a
eletroforese capilar, para deteccado de L. pomona em sémen bovino, contaminado
experimentalmente; concluindo que a técnica € uma valiosa ferramenta, por permitir
rapidez e sensibilidade. De acordo com SONG et al., (2003) a alta velocidade e
sensibilidade sdo os mais importantes fatores a serem considerados na detecgao de
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bactérias porque a presenca de até mesmo um uUnico organismo patogénico pode
resultar em infecgao.

As limitagdes desse método estdo, por exemplo, nos “primers” que podem
amplificar fragmentos tanto de leptospiras patogénicas como de ndo-patogénicas.

2.7.5. Testes sorologicos

Os testes sorolégicos visam a identificagdo de anticorpos anti-leptospira, em
soros humanos e de animais com leptospirose. Tais provas podem ainda ser
realizada em liquido cefalorraquidiano, pleural, sinovial e humor aquoso (LOMAR et
al., 2002). Sao varias as provas sorolégicas utilizadas para o diagnéstico da
leptospirose, pode-se citar a reagdo de soroaglutinagdo microscépica, reacao de
soroaglutinacdo macroscépica, reacdo de fixacdo de complemento, reacdo de
hemaglutinacdo em latex, reagdo de contra-imunoeletroforese, reagdo de

imunofluorescéncia, ensaio imunoenzimatico e radioimunoensaio.

2.7.5.1. Reacao de Soroaglutinacao Macroscopica - SAT

E uma reagdo considerada género-especifica e deve ser interpretada como
prova de triagem. Os antigenos utilizados constam de suspensfes concentradas de
leptospiras inativadas. Nesta prova sédo obtidos resultados rapidos, é de facil
execucao e econdmico. Devido a sua inespecificidade em nivel de sorovar, essa
reacdo podera mostrar resultados positivos mais precocemente que a de
microaglutinacdo. Por outro lado, no caso de anticorpos residuais, a tendéncia é
mostrar-se negativa (MANUAL DE LEPTOSPIROSE, 1997). Como a doenga no
bovino € normalmente crénica, ela ndo funciona bem porque detecta melhor a
doenca na fase aguda (SALLES e LILENBAUM, 2000).
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2.7.5.2. Reacao de Soroaglutinacao Microscépica - SAM

A Reagéao de Soroaglutinagédo Microscopica - SAM é o exame recomendado
pela Organizagao Mundial de Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION - ILS
2003), para o diagnéstico da leptospirose. E considerado o “padrdo de ouro” ou
pedra fundamental para o diagnostico da leptospirose porque é incomparavel a
outros testes devido a sua alta especificidade (sorovar/sorogrupo), de acordo com
WORLD HEALTH ORGANIZATION - ILS, (20083).

E o teste mais utilizado por pesquisadores de todo o mundo. Sao utilizados
antigenos vivos ou formalizados, das sorovariantes presentes na regido estudada e
procura-se incluir representantes de cada sorogrupo. Baseia-se na adigcao do soro
suspeito em diluicbes crescentes a culturas de diversas sorovariedades de
Leptospira sp. Anticorpos aglutinantes podem ser tanto da classe IgM quanto 1gG.

Sua maior dificuldade encontra-se na interpretacdo dos resultados. A
presenca de titulos altos em soros positivos para diferentes sorovares, pode ser
considerada reagbes cruzadas, caracteristica da fase aguda da doenga (OLIVEIRA
et al., 2005). Titulos baixos podem indicar a fase muito adiantada ou muito atrasada
da resposta imune, assim como respostas néo especificas podem ocorrer em casos
severos de pacientes imunossuprimidos ou tratados com antibiéticos logo no inicio
da infeccdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION - ILS, 2003). Pacientes
normalmente produzem anticorpos aglutinantes contra o sorovar infectante,
entretanto muitas vezes € observada reacdo cruzada com outros sorovares, isto é
particularmente visivel no inicio do curso da infeccdo. Nas primeiras semanas da
doenca também € comum encontrar reagdo heteréloga com outros sorovares,
podendo ser tdo forte quanto a reacdo homologa com o sorovar infeccioso.
Ocasionalmente, a reacao heterdloga pode ser positiva enquanto a reacao
homdéloga podera ser ou permanecer negativa, um fendmeno chamado de reacao
paradoxal. Esta reacdo pode ocorrer devido muitos sorovares poderem circular e
causar doenga em uma determinada area, devido a certos anticorpos reagirem
somente com certos sorovares Ou SOrogrupos, NoOvos sorovares poderem ser
incluidos ou da prevaléncia de diferentes sorovares poderem mudar como resultado
da introducdo de novos hospedeiros de manutencdo, praticas agricolas, etc
(WORLD HEALTH ORGANIZATION — ILS, 2003). Caso nao seja incluido no teste o

sorovar infectante podera ocorrer um falso negativo.
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De acordo com SEYFFERT ET et al. (2003) fatores como temperatura, tempo
de incubacao, densidade do antigeno e idade da cultura poderem interferir na
interpretacao do resultado da SAM.

Apesar de nao existir obrigatoriamente uma relagédo entre titulo sorolégico e
infeccao, tradicionalmente considera-se positivo quando o titulo for igual ou superior
a 1:200, embora diluicdes com titulos positivos de 1:100 j& suscitem suspeitas
quanto a saude do rebanho (LILENBAUM, 1996), apesar de muitos autores
contestarem esta idéia, aceitando diferentes valores de titulo; como 1:200, 1:400 e
1:800 (WORLD HEALTH ORGANIZATION — ILS, 2003).

2.7.5.3. Ensaio Imunoenzimatico - ELISA

E um teste amplamente reativo, também chamado antigeno género-especifico
e geralmente utilizado para detectar IgM, e algumas vezes também anticorpos 1gG
(WORLD HEALTH ORGANIZATION — ILS, 2003). Sao inumeras as publicagdes
sobre o0 uso do ELISA - IgM como teste para detectar anticorpos da leptospira em
animais e em humanos. Este teste tem sido considerado como mais sensivel que o
SAM, mas com desvantagens que inclui a sua falta de especificidade e a relacao
entre niveis de anticorpos e estado imune do animal (YAN et al., 1999).

E um teste sensivel que permite a deteccdo de anticorpos ja na primeira
semana da doenca. Porém, o exame deve ser feito a partir do 7° dia da doenca,
momento em que os niveis de anticorpos estardo aumentados, e até 2 meses do
inicio dos sintomas

(http://portalweb02.saude.gov.br/portal/saude/visualizar texto.cfm?idixt=21737).

Em trabalho realizado com ratos e que se comparou a utilizacdo do ELISA
com o SAM, nao foram observados diferencas significativas entre os testes nas
diluicbes 1:20 e 1:40 dos soros, embora tenha sido observada a maior
especificidade do SAM em relacdo ao ELISA; os autores propdem a utilizacdo do
ELISA por ser um teste rapido, comodo e simples de ser realizado (VANASCO et al.,
2001).

Este ensaio consiste na reagdo de soros a serem testados com antigenos
soluveis e purificados de leptospira obtidos a partir de cultura “in vitro”, que séo
previamente adsorvidos as cavidades de microplacas/strips (fase sélida).
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2.8. Medidas profilaticas gerais

A prevengéao da leptospirose baseia-se em medidas sanitarias gerais, como o
controle de roedores, limpeza do ambiente, com a remogao dos residuos sélidos e
liquidos, além de vacinas existentes para algumas espécies. A vacinagdao animal
deve ser realizada, mas é necessario o conhecimento da doenga na regido. A
constante modificacdo da prevaléncia de espécies e serovares de Leptospira em
certas regides impedem a total protecdo dos animais (TALPADA et al., 2003). A
vacinacdo nao pode prevenir a leptospiraria animal e consequentemente a
contaminacao ambiental e o risco humano (TALPADA et al., 2003).

As medidas que devem ser tomadas com os caes incluem a imunoprofilaxia,
medidas sanitarias gerais, restricdo de acesso dos animais ao ambiente externo ao
domicilio, principalmente nos periodos de maior precipitagdo pluviométrica, onde a
presenca de areas alagadas contribui para a persisténcia de leptospiras viaveis
(HAGIWARA, 2003).

Em trabalho realizado por ARDUINO et al., (2004) observou-se que bovinos
vacinados nao diferem sorologicamente, de forma significativa, com a produgéo de
anticorpos quando comparados com animais ndo vacinados. As vacinas para
bovinos tém sido testadas por varios anos, porém alguns autores relatam baixo ou
quase nenhuma resposta soroldgica, apés a vacinagdo com vacinas comerciais
(FAINE et al., 1999 citado por ARDUINO et al., 2004). Em bovinos, o controle deve
ser feito a partir do isolamento dos animais doentes. Os animais devem ser retirados
de areas alagadas e os depésitos de alimentos devem ser protegidos. O material
resultante do abortamento deve ser retirado do pasto e enterrado (SALLES e
LILENBAUM, 2000).

2.9. Tratamento

Devido a grande sensibilidade das leptospiras a terapéutica da leptospirose, o
tratamento atualmente encontra-se sem novas informagdes clinicas e experimentais;
além do inadequado entendimento da fisiopatologia da doenca que néo favorece o
seu avancgo (PAPPAS e CASCIO, 2003).
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Tratamento com antibiéticos especificos deve ser introduzido logo que o
diagnostico da leptospirose seja suspeitado e preferivelmente antes do quinto dia
apos o inicio da doenga, ja que o uso de antibidticos apds o quinto dia da doencga é
controverso devido a possibilidade de ocorréncia da reagdo de Jarish-Herxheimer
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003), que pode ocorrer apds o uso de
antibioticos como a penicilina, eritromicina, amoxacilina, tetraciclina e quinolonas;
causando clinicamente exarcebacdo das lesdes, sintomatologia sistémica e
alteracdes laboratoriais (AVELLEIRA et al.; 2006). A doxiciclina é eficiente na
reducdo da severidade e duracao da sintomatologia clinica na leptospirose quando
administrada precocemente; assim como penicilina e amoxicilina, quando usados
nas formas suaves da leptospirose. Literaturas emergentes tém sustentado o uso de
cefalosporinas de terceira geracao como ceftriaxone e cefotaxione favorecendo o
seu uso quando comparado com antibiéticos como a penicilina que levam o paciente
ao risco de desenvolver a reagdo de Jarish-Herxheimer (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Regiao Estudada

O estudo foi realizado em propriedades rurais localizadas na microrregido de
ltaperuna, situada entre as latitudes 21% 12’ 23” S e os meridianos 41° 53’ 25 W,
numa altitude de 113m; pertencente a mesorregido do Noroeste Fluminense, no
estado do Rio de Janeiro, Brasil. O clima é classificado como tropical quente com
temperatura minima variando de 16 a 12°C e maxima entre 24 a 42°C (Wikipédia,
2007). As particularidades geogréficas da regido imprimem caracteristicas de
continentalidade no clima local, marcada por um periodo seco de abril até setembro,
onde os indices comegam com 74,8 mm em abril e declinam para 16,5 mm em julho
e 15,1 mm em agosto. Em outubro, hd retomado dos indices pluviométricos,
alcancando o maximo de 247,5 mm em dezembro. Alternam-se, assim, dois
periodos nitidos: de outubro a marco, o periodo chuvoso: e de abril a setembro, o de
estiagem. A localizacdo do municipio explica essa distribuicdo de chuvas, uma vez
que se encontra protegido dos ventos umidos litordneos, nos meses de inverno, e
sob a acdo de instabilidade da massa continental, no verao (ITAPERUNAONLINE,
2007). Segundo IBGE (2005), esta microrregido possui pecuaria com 108.000
bovinos efetivo dos rebanhos, dentre estes, 23.100 é composto por vacas
ordenhadas.

A Microrregiao de Itaperuna foi investigada quanto a presencga de aglutininas
anti-leptospira em diferentes espécies, por ser comum casos de enchentes na regiao
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e por ter sido constatado casos da doengca em humanos e em bovinos de uma
mesma propriedade, em 2004 (comunicagao verbal com o administrador da fazenda

onde ocorreram casos de leptospirose animal e humana).

3.2. Amostras

O numero de amostras foi estipulado ao acaso. Estabeleceu-se um numero
de 10 vacas de aptidao leiteira por propriedade, em um total de 12 propriedades,
localizadas na microrregidao de Itaperuna onde nenhuma delas vacinava os animais,
contra leptospirose. Para este estudo também foi coletada amostra de sangue de
todos os trabalhadores rurais e caninos pertencentes as estas propriedades. As
propriedades foram escolhidas aleatoriamente, de acordo com a disponibilidade dos
produtores rurais. O periodo de coleta foi de agosto a novembro de 2006. Foi
aplicado um questionério epidemiolégico (Anexo |) para cada propriedade rural para
recolher registros das técnicas usadas no manejo dos animais, alimentacéo,
reproducdo e sanidade, com o intuito de obter informacdes epidemiolégicas da
doenga na regido.

3.3. Material de estudo

O material consistiu de hemosoros de 120 bovinos, 10 caninos e 32 humanos
(trabalhadores rurais) de propriedades de criagdo de gado com aptidao leiteira,
localizado no Municipio de Itaperuna, RJ- Brasil.

3.4. Desenvolvimento do experimento

Amostras de sangue foram processadas na secdao de Bacteriologia
Veterinaria do setor de Doencas Infecto-contagiosas - Laboratério de Sanidade
Animal (UENF), para serem submetidas posteriormente aos diagndsticos soroldgicos
de Soroaglutinagdo microscopica (hemosoros de fémeas da espécie bovina, cées e
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humanos de propriedades rurais) e Ensaio Imunoenzimético (EIE) — IgM —
Leptospirose Bio-Manguinhos (hemosoros de humanos).

O teste de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) foi realizado no Laboratorio
do Centro Nacional de Referéncia para Leptospirose, na Fundagao Instituto Oswaldo

Cruz, Rio de Janeiro, RJ.

3.5. Obtencao de amostras

O sangue foi coletado assepticamente por meio de puncdo venosa em
bovinos, caninos e humanos, utilizando-se seringas e agulhas descartaveis. A veia
de escolha, assim com tipo de agulha, seringa e a quantidade de sangue coletado
variou de acordo com a espécie, a idade e a massa corporal. O sangue permaneceu
em temperatura ambiente por duas a seis horas e a 4°C over-night para retracéo do
coagulo e maximo aproveitamento do soro. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 800 G por 10 minutos, no setor de Patologia Clinica do laboratério
de Sanidade Animal - UENF. Apéds a separacéo dos soros, foram estocados a -20°C
até a realizacéo dos testes diagnésticos.

3.6. Testes diagndsticos

O teste de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) foi realizado com 22
diferentes antigenos vivos (Tabela 2).

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) foi realizado para os hemosoros de seres
humanos, testadas pela SAM, utilizando o Kit fabricado pelo Instituto de Tecnologia
em Imunobiolégicos - Bio-Manguinhos — RJ, denominado Ensaio Imunoenzimatico

(EIE) - IgM - Leptospirose Bio-Manguinhos.
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3.6.1. Soroaglutinacao Microscoépica - SAM

A técnica de soroaglutinacdo microscépica em tubos com antigenos vivos e
leitura em campo escuro foi realizada, segundo recomendagdes da Organizacao
Mundial de Saude e Escritério Internacional de Epizootias. Foram utilizadas culturas
de cepas-padrao de Leptospira, mantidas por repiques semanais em meio liquido de
Ellinghausen (EMJH), sendo vinte variantes soroldgicas de leptospiras patogénicas e
duas de leptospiras saprofitas. A suspensao de Leptospira foi entdo diluida a 1:2 em
PBS 0,001 molar de pH 7,2 e examinada em microscopia de campo escuro, com
objetiva 10x e ocular 10 a 16x, entre lamina e laminula para a verificacdo de uma
concentracao satisfatoria, estando as espiroquetas individualizadas e preenchendo
todo o campo microscopico. Na triagem, o soro foi diluido 1:50 em PBS e filtrado em
membrana de 0,45 um. Aliquotas de 50 pL foram distribuidas em tubos de uma
estante. Em outra estante foi distribuido 50 uL de PBS, que serviu de controle. Aos
tubos foram acrescentados 50 pL da suspensdo antigénica correspondente. Os
tubos foram incubados por 2 horas em temperatura entre 25°C e 28°C. Gotas destes
tubos foram colocadas em lamina numa fileira para observagédo de aglutinagdo em
microscopia em campo escuro.

Os soros que aglutinaram mais de 50% das leptospiras foram submetidos a
prova de titulacdo. A partir da diluicdo 1:50 utilizada na prova de triagem, foram
preparadas mais nove diluicdes do soro, consecutivos e em duplicatas (titulos de
1:100 a 1:25600). Foram distribuidos 50 pyL de cada diluicdo em respectivos pocos
de placa de ELISA, além dos pocos controle utilizando PBS. Aos pocos, foram
acrescentados 50 pL do antigeno a cada pogo das respectivas fileiras e ao controle.
A placa foi incubada por 2 horas em temperatura entre 25°C e 28°C e a leitura
realizada conforme descrita para a prova de triagem. O titulo foi dado como a

reciproca da maior diluicdo em que houve aglutinacao.
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Tabela 2. Bateria de antigenos utilizados para a realizagao da Soroaglutinacao

Espécie Sorogrupo Sorovar Amostra de
referéncia
interrogans  Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
interrogans  Icterohaemorrhagiae Copenhageni M20
interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
kirshneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
interrogans Pomona Pomona Pomona
interrogans Australis Australis Ballico
interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
weilii Celledoni Celledoni Celledoni
kirshneri Cynopteri Cynopteri 3522 C
borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia 46
knoguchii Panama Panama CZz214
interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
interrogans Sejroe Saxkoebing Mus 24
santarosai Shermani Shermani LT 821
borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Pereperlicin
interrogans Autumnalis Autmnalis Akiyami A
interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
interrogans Sejroe Wolffi 3705
biflexa Semaranga Patoc Patoc 1
biflexa Andamana Andamana CH 11

3.6.2. Ensaio Imunoenzimatico ELISA-IgM — Humanos

O protocolo utilizado para a realizagdo do teste imunoenzimatico ELISA-IgM,
para a detecgdo de anticorpos especificos da classe IgM para a leptospirose
humana foi realizado de acordo com o recomendado pelo Kit EIE - IgM -
Leptospirose - Bio-Manguinhos, conforme especificado abaixo.

Este ensaio consiste na reacao de soros humanos com antigenos soluveis e
purificados de leptospira (pool de proteinas obtido de lisado de Leptospira
interrogans) obtidos a partir de cultura “in vitro”, que sao previamente adsorvidos nas
cavidades de microplacas/strips (fase soélida). A seguir dilui-se em tubos 5 pL dos
soros controle e das amostras de soros a serem analisadas, previamente
homogeneizadas, em 500 pL do diluente de amostra/conjugado (1:100). Foi
distribuido na microplaca, 100 pL da diluicdo das amostras em duplicatas. Em
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seguida, a placa foi selada com folha adesiva e incubada a 37°C por 60 minutos.
Apb6s o tempo de incubacao, a folha adesiva foi retirada, o conteudo aspirado, a
placa lavada 5 vezes com tampao de lavagem (200 pL/orificio) e agitada levemente
a placa apo6s a ultima lavagem. O conjugado utilizado foi diluido no diluente de
amostra/conjugado na diluicao de acordo com o numero de reacbes utilizadas
(exemplo: para 16 reac6es € usado 25 pL do conjugado em 2,5 mL de diluente de
amostras/conjugado  diluido). O conjugado preparado foi previamente
homogeneizado e em seguida 100 uL da diluicao foi distribuido em cada orificio dos
strips. A placa apoés a distribuicdo da diluicdo do conjugado foi selada e novamente
incubada em estufa 37°C por 30 minutos. Seguida a incubacgao, a placa foi lavada
como descrito anteriormente. Para evidenciagdo da reacao, utilizou-se 100 uL do
substrato diluido (exemplo: para 16 reacbes utilizou-se 2,5 ml do diluente de
substrato, 25 pL do tetrametilbenzidina - TMB e 5 uL de peréxido de hidrogénio —
H-O,). As reacdes positivas formam compostos de coloracao azul turquesa que ao
adicionar-se 50 pL de acido sulfurico 2 M para interromper a reacdo, passa a
apresentar uma coloracdo amarela, em caso positivo (reagente). Os resultados
foram avaliados por meio de um espectrofotdmetro para microplaca em comprimento
de onda de 450 nm.

Calculo do Cut-Off: CO = ¥X/2 CN x 2,3
CO = “Cut - Off”

2 X/2 = média da densidade 6tica dos orificios do Controle Negativo

Resultados ELISA —IgM:
- Amostras reagentes = As que apresentam densidade o6tica igual ou superior ao
“Cut-Off”.

- Amostras nao reagentes = As que apresentam densidade o6tica inferior ao Cut-Off.

Célculo da Faixa Cinza (FC):
FC=COx1,2
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3.7. Estatistica

Os dados foram analisados considerando o método de amostragem simples
ao acaso, com nivel de significancia igual a 5%. Para o dimensionamento amostral
foi utilizado um desvio de 5% em torno da proporcdo média, para mais e para
menos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos pela Soroaglutinacado Microscopica
(SAM), a proporgéo de vacas de aptidao leiteira soronegativas para leptospirose na
microrregidao de Itaperuna € de 0,860 = 0,064, com 95% de probabilidade de o
intervalo de confianga conter a propor¢do em uma populagéo infinita de animais. Os
resultados revelam uma prevaléncia de 0,14 + 0,064 de animais reagentes na
regiao, apresentando titulos de anticorpos maiores ou iguais a 1:100. A proporcao
encontrada nos animais soropositivos pela SAM, indica que a leptospirose em vacas
de ltaperuna ndo ocorre ao acaso, existindo fatores, na regiao, que predispdéem a
sua ocorréncia.

A porcentagem de 14% de animais soropositivos, na regidao estudada, se
assemelha a encontrada por RODRIGUES et al., (1999), os quais encontraram
13,25% de animais reagentes, na bacia leiteira da regido de Londrina, Parana,
Brasil, os autores utilizaram amostras aleatérias na regido estudada, assim como
realizado neste trabalho; no entanto as porcentagens encontradas, no presente
trabalho, diferem das descritas no estado do Rio de Janeiro por LILENBAUM et al.,
(1996), que constataram uma soropositividade de 68%. O diferente resultado
encontrado pode ter ocorrido devido os autores terem selecionado animais com
problemas reprodutivos e suspeita clinica de leptospirose, enquanto que neste
trabalho os animais foram escolhidos ao acaso, oriundos de propriedades também
selecionadas ao acaso e, portanto, sem suspeita da doenca. A leptospirose em
bovinos estd amplamente relacionada a problemas reprodutivos, por esta razao
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quando sao selecionadas amostras de animais com este problema, a probabilidade
de encontrar animais soropositivos pode ser maior do que em amostras de animais
sem a suspeita clinica. JULIANO et al., (2000) encontraram uma porcentagem de
81,90% de animais soropositivos no rebanho amostrado da microrregido de Goiania.
Este resultado indica que, mesmo utilizando amostras aleatérias, os autores
encontraram uma alta porcentagem de animais soropositivos e provavelmente este
resultado seria ainda maior caso os autores selecionassem os animais.

Das propriedades estudadas, 9 (75%) apresentaram pelo menos um bovino
sororeativo para Leptospira spp. (Figura 1 e Anexo Il), com titulos variando de 1:100
a 1:3200. Estes resultados sdao semelhantes aos encontrados por RODRIGUES et
al., 1999, os quais encontraram 10 (71,47%) propriedades soropositivas, das 14
propriedades estudadas em Londrina, Parana.

De acordo com relatos fornecidos pelos trabalhadores rurais (tratadores dos
bovinos), 35% dos bovinos amostrados apresentavam algum tipo de problema
reprodutivo (Anexo ). Foram observados pela SAM que apenas 6,67% destes
animais eram soropositivos e 28,33% soronegativos. A maior porcentagem de
animais com problemas reprodutivos soronegativos indica que existem outras
doencas na regido que também sado responsaveis para a ocorréncia destas
alteracoes.

Humana; 33,33%

Bovina; 75%
Canina; 14,28%

Figura 1. Avaliagdo de propriedades com pelo menos um soropositivo por espécie,
para Leptospira spp., com titulos 2100, pela SAM.
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Os resultados obtidos na SAM indicam a presenca dos sorovares Tarassovi
6,67% (0,067+0,045), Hardjo 5% (0,05+0,039), Wolffi 2,5% (0,025+0,028),
Saxkoebing 2,5% (0,025+0,028), Copenhageni 0,83% (0,008+0,017) e Hebdomadis
0,83% (0,008+0,017) em vacas leiteiras de ltaperuna, com 95% de probabilidade de
o intervalo de confianga conter esta proporcao (Figura 2 e Anexo lll). As proporcdes
representativas da ocorréncia dos sorovares Tarassovi e Hardjo sdo estatisticamente
diferentes de zero, indicando a sua ocorréncia ndo ser devido ao acaso, tendo
grande importancia na infeccao dos animais. MAGAJEVSKI et al., (2007) também
encontraram predominancia do sorovar Hardjo (44,7%) em vacas prenhas de
abatedouro em Sao Paulo, Brasil, seguidos por Wolffi (28,5%), Icterohaemorrhagiae
(22,9%), Pomona (2,2%) e Grippotyphosa (1,7%) e RODRIGUES et al., (1999) em
bovinos na bacia leiteira de Londrina, Brasil encontraram predominancia dos
sorovares Icterohaemorrhagiae (28,91%), Pomona (21,08%), Batavie (16,87),
Autumnalis (14,46%), Canicola (11,44%), Hardjo (10,84%), Bratuslava (10,24%),
Butembo (7,83%), Pyrogenes (7,22%), Hebdomadis (6,63%) e Wolffi (6,02). E
possivel observar a variagdo que ha de uma regido para outra quanto a
predominancia de sorovares.

A identificacdo dos sorovares presentes em diferentes regides € importante
para que no caso de surtos da doenca, sejam realizados testes diagnosticos
utilizando sorovares presentes na regido e evitando assim a ocorréncia de falsos
negativos; para estabelecer os possiveis transmissores da leptospirose de acordo
com a suspeita dos hospedeiros de manutencdo e para realizar o controle e
prevengdo adequada da doenca utilizando vacinas que contenham os sorotipos
presentes na regiao.

As vacinas contra leptospirose utilizadas para imunizar bovinos da
microrregidao de ltaperuna devem conter principalmente os sorovares Tarassovi e
Hardjo, que foram os mais presentes neste estudo e, portanto mais provaveis de
infectarem bovinos, desta regido. Caso sejam utilizadas vacinas sem estas variantes
e 0s animais venham a ser infectado por estes sorovares, eles poderdo desenvolver

a doenga por nao estarem perfeitamente imunizados.
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Figura 2. Distribuigdo de sorovares em hemosoros bovinos amostrados (titulos de
anticorpos =100).

O sorovar Tarassovi, 0 mais presente em bovinos neste estudo, € 0 mais
extenso e mais diverso sorogrupo do género Leptospira. Cepas de referéncia deste
sorovar foram isoladas de animais selvagens, humanos, pingtim e esgoto humano,
entretanto nunca foi isolado de bovinos. Em diversos paises titulos do sorogrupo
Tarassovi tem sido detectado em bovinos, todavia, foram isoladas 2 cepas de
leptospira, de rins de bovinos de matadouro, pertencente ao sorogrupo Tarassovi,
ambas cepas pertencem a um novo sorovar Ngavi, mostrando-se ser
antigenicamente similar ao sorovar Gatuni (FERESU et al., 1998).

A presenga do sorovar Tarassovi em bovinos foi descrita no estado do Rio de
Janeiro por CORDEIRO et al., (1975), apresentando 2,62% de reagentes; ja em
Goiania, Brasil, VIEGAS et al., (2001), encontraram 4,90% de soropositivos em
rebanho leiteiro. Estes resultados indicam a ocorréncia deste sorovar em bovinos de
diferentes regides, embora néo seja considerado o mais prevalente. De acordo com
estudos realizados por LILENBAUM, 1996 as sorovariantes mais prevalentes em
bovinos no Brasil sdo: Pomona, Wolffi, Sejroe, Hardjo e Bratislava.

Os sorovares causadores de infeccao no gado tém sido classificados em dois
grupos: aqueles adaptados e mantido por outros bovinos (sorovar Hardjo), e
incidental causado por cepas mantidas por outros domésticos e animais de vida livre
(ELLIS, 1994, citado por ASLANTAS e OZDEMIR, 2005).
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O sorovar Hardjo, o segundo mais freqlente nos soros bovinos deste estudo,
por muitos anos ndo foi incluido na bateria de antigenos, deixando de ser
identificado. Em uma ampla reviséo bibliografica realizada por LILENBAUM, (1996),
foi observado que antes da década de 80, autores publicaram resultados de suas
pesquisas sem incluir a sorovariante Hardjo. Apds esta época, a sorovariante foi
incluida nos exames sorologicos, representando uma alta positividade e
evidenciando sua importancia na pesquisa da doenga em bovinos.

Até o presente momento nao foram relatados casos de isolamento do sorovar
Wolffi em bovinos, este fato faz com que autores considerem as altas porcentagens
encontradas em rebanhos bovinos, relacionado a sua afinidade antigénica com as
sorovariedades Hardjo, revelada pela alta taxa de reagdes cruzadas (ARAUJO et al.,
2005 e COSTA et al., 1998). Neste trabalho todas as amostras que apresentaram o
sorovar Wolffi também continham o sorovar Hardjo, o que, de acordo com os autores
acima citados, pode indicar reacado cruzada entre estes sorovares.

Em 12 hemosoros bovinos foram detectados anticorpos contra 1 sorovar e em
5 amostras anticorpos contra 2 sorovares simultaneamente, com associagcdo dos
sorovares Hardjo + Wolffi 2,5% (0,025+0,028), Hardjo + Tarassovi 0,83%
(0,008+0,017) e Hardjo + Saxkoebing 0,83% (0,008+0,017) (Figura 3 e Anexo IV). As
proporcoes referentes as associagbes de mais de dois sorovares em uma
determinada amostra foi igual a zero em todas as 5, indicando ocorrerem ao acaso,
na espécie amostrada. A presenca de dois ou mais sorovares em uma mesma
amostra pode indicar a ocorréncia de reagao cruzada (BLAZIUS et al.,, 2005),
portanto para identificar o sorovar mais provavel de causar a infecgdo consideramos
0 que apresentou o maior titulo. Os sorovares mais provaveis de terem causado a
infeccdo nas 17 vacas soropositivas foram Tarassovi (8) e Saxkoebing (3) seguidos
por Wolffi (2), Hardjo (2), Copenhageni (1) e Hebdomadis (1). De acordo com este
estudo, Tarassovi foi 0 sorovar mais provavel de causar infecgdo em fémeas bovinas
de aptidao leiteira em ltaperuna.

Sao de grande importancia medidas de controle e prevencao da leptospirose
em bovinos para que sejam minimizados os prejuizos causados por esta doencga na
pecuaria. Estdo relacionados: baixa produtividade animal com diminuicdo da
producdo de leite e ganho de massa corporal, além dos problemas relacionados a
esfera reprodutiva, que levam a prejuizos devido a diminuicdo ou ndo nascimento de
filhotes nas propriedades acometidas.
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Figura 3. Proporcao da distribuicdo dos resultados de Soroaglutinagdo Microscopica
de amostras reagentes para o diagnostico de leptospirose bovinos em
ltaperuna — 2006.

Para humanos e caninos, o numero de amostras utilizadas nao foram
representativa para o nivel de significancia (a= 5%) e para o desvio (a = 0,05 p),
fixados no presente trabalho. Sendo assim, a inferéncia na populagdo destas
espécies ficou prejudicada. Os dados obtidos, neste caso, servem apenas para
indicar ou ndo a ocorréncia significativa da presencga de leptospiras. Mais resultados
devera ser incorporado a amostra para a inferéncia, estatisticamente validada, em
populacdes do Norte Fluminense.

A proporcdo de caninos ndo reagentes na SAM foi 0,800%0,301. Os
resultados indicam que a proporcdo de ocorréncia da doenca em caes €
estatisticamente nula, ou seja, a presenga da doenca na regido ocorre ao acaso.
Entretanto, de acordo com os resultados podemos afirmar que, a leptospirose ocorre
em caes de zona rural na Microrregidao de Itaperuna e o intervalo de confianca da
propor¢ao, referente a soropositividade dos animais, possui um limite que passa pelo
positivo. A presenca do sorovar Canicola nos caes testados, pelo SAM, alerta para o
risco da transmissdo da doenga para humanos e outros animais. Este fato foi
discutido por MASCOLLI et al.,, (2002) em seu trabalho quando relataram a
importancia do cao como fonte de infeccao para o homem e o fato de ser este o
principal hospedeiro do sorovar Canicola, que apresenta uma adaptagdo ao tecido
renal canino, podendo ser eliminado por um longo periodo de tempo.
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Do total hemosoros analisados pela SAM, 0,200+0,301 foram soropositivos
para o sorotipo Canicola (Figura 4 e Anexo V).
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Figura 4. Proporcao de aglutininas anti-leptospira em soros sanglineos de caninos
(titulos de anticorpos =100).

Foi observada por BLAZIUS, et al., (2005) uma taxa de 10,5% de
soropositividade para Leptospira spp. em caes errantes em Iltapema, Santa Catarina,
tendo o sorotipo Canicola presente em 13,8% dos animais analisados. Em Séao
Paulo, MASCOLLI et al., 2002 encontraram uma taxa de 15% de positividade pela
SAM em cées errantes, com maior freqiéncia para os sorovares Copenhageni
(24%), Canicola (16%) e Hardjo (16). Na Bahia, VIEGAS et al., 2001 identificaram
como mais frequentes em cdes errantes o0s sorovares Autumnalis,
Icterohaemorragiae e Canicola, com 85% de soropositividade, concluindo que
mesmo com o aumento da freqiéncia de outros sorotipos na determinagdo da
doenga, L. interrogans sorovar Icterohaemorragiae e L. interrogans sorovar Canicola
continuam com altos indices de prevaléncia em caninos. AGUIAR et al., 2007
encontrou 30,6% de animais de area rural reagentes, tendo como sorovares mais
presentes, Autumnalis (22%), Pyrogenes (12%) e Canicola (10%). MAGALHAES et
al., (2006), observaram em Belo Horizonte, Minas Gerais uma sorovariedade de
Leptospira interrogans mais prevalente do sorovar Canicola (7,0%) em 13,1% de
positividade dos animais do Centro de Controle de Zoonoses, estes resultados se
assemelham aos encontrados neste trabalho, embora nao seja conclusivo,

necessitando posteriormente de maiores analises.
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Das propriedades observadas e que possuiam caes, apenas uma continha os
animais soropositivos (Figura 1 e Anexo Il).

A proporgéao de trabalhadores rurais n&o reagentes foi de 0,844+0,132, dos 32
hemosoros investigados quanto a presenca de aglutininas anti-leptospira; logo o
namero de reagentes foi de aproximadamente 0,156+0,132, com probabilidade de
95% do intervalo conter esta proporgdo. Os nossos resultados demonstram a
existéncia de soropositividade em trabalhadores rurais de propriedades rurais da
Microrregiao de Itaperuna, alertando para a presenca da doenca na populacao
estudada. Os trabalhadores deste estudo tinham contato direto com bovinos de
aptidao leiteira. Dentre os sorovares encontrados o Icterohaemorrhagiae 6,25%
(0,062+0,088) e Australis 6,25% (0,062+0,088) foram os mais presentes em
humanos, identificados neste estudo, seguido por Djasiman 3,125% (0,0312+0,063),
Hardjo 3,125% (0,0312+0,063) e Hebdomadis 3,125% (0,0312+0,063) (Figura 5 e
Anexo VI). A proporgcdo de ocorréncia destes sorovares na espécie humana foi
estatisticamente nula, sendo a sua presenga determinada ao acaso na regiao
estudada.

Em Recife, Salvador e S&o Paulo o sorotipo Icterohaemorrhagiae foi
identificado como agente causal em mais de 50,0% dos casos em humanos
descritos (SILVA et al., 2003).
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Figura 5. Proporcao de aglutininas anti-leptospira em soros sanglineos de humanos
(titulos de anticorpos =2100)
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Alguns dos sorotipos encontrados em bovinos foram os mesmos encontrados
em humanos de propriedades vizinhas como os sorotipos: Hardjo e Hebdomadis.

A propor¢do de ocorrer o sorovar Hardjo em humanos e bovinos é igual,
devido ao intervalo de confianga ser sobrepostos. A proporcao, nestas espécies, é
diferente de zero, indicando que a ocorréncia do sorovar Hardjo em humanos e em
bovinos, em Itaperuna, ndo ocorre ao acaso. Estes resultados sugerem que possa
ter havido uma contaminagdo entre espécies e talvez os bovinos, por ser
considerado hospedeiro de manutengcdo para este sorovar, tenham alguma
importdncia na transmissdo para os trabalhadores rurais, que lidam direta e
indiretamente com estes animais.

Considerando os trabalhadores rurais e as vacas, soropositivos para
Hebdomadis, a proporcao encontrada foi estatisticamente nula, indicando que a
ocorréncia se da devido ao acaso, ndo existindo necessariamente um fator
predisponente para o sorovar ocorrer nestas espécies na regiao estudada.

O estreito contato dos trabalhadores rurais com os animais, sem cuidados
adequados, principalmente por se tratar neste trabalho de animais de exploracao
leiteira, pode fazer destes individuos susceptiveis a contrair zoonoses, conforme
observado por GARCIA e NAVARRO, 2001 ao avaliar soros de 115 humanos.
Dentre estas pessoas de zona rural e urbana, foi observada diferenga significativa
em relagdo aos pacientes que relataram ter auxiliado partos de animais; os autores
sugerem que a populacao rural encontra-se mais exposta a infeccao por leptospiras,
e que o auxilio a partos em animais pode ser um fator de risco.

BLACKMORE e SCHOLLUM, (1982) observaram como fatores relevantes
para a soropositividade de trabalhadores rurais: o sexo do profissional, casos
confirmados da doenca no trabalho, histéria clinica da doenca no gado, tipo de
manejo do gado de leite, local de ordenha e vacinagao do gado contra leptospirose.

O sorotipo Hardjo foi pela primeira vez isolado em humano por WOLFF em
1938, de um paciente que apresentava sinais clinicos da doenca (HOMEM et al.,
2001) e tem no bovino o seu hospedeiro de manutencao, este fato reforca a idéia de
contaminagdo dos humanos pelos bovinos. ZAMORA et al., (1990), descrito por
HOMEM et al., (2001) relatam em seu trabalho que o risco de exposi¢cdo ao sorovar
Hardjo em humanos esta relacionado a carater ocupacional, como consequiéncia do
contato com bovinos infectados, apds demonstrar a soroprevaléncia deste sorovar

em funcionarios de matadouros e de fazenda.
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Dos 5 hemosoros humanos soropositivos, foram detectados anticorpos contra
1 sorovar em 3 amostras e anticorpos contra 2 sorovares simultaneamente em 2
amostras, com associacdo dos sorovares Icterohaemorrhagiae + Australis 3,12%
(0,31240,063) e Australis + Djasiman (0,312+0,063) (Figura 6 e Anexo VIl). Levando-
se em consideracao a possibilidade de reacao cruzada, o sorovar mais provavel de
causar infecgao foi Icterohaemorrhagiae, presente em duas amostras, seguido de
Djasiman, Hardjo e Hebdomadis em uma amostra, cada.

Das propriedades estudadas foram encontradas 4 propriedades com pelo
menos um humano soropositivo para leptospirose (Figura 1 e Anexo Il). Este
resultado identifica a presenca da leptospirose em trabalhadores desta regiao e

indica que medidas de controle e prevencao devem ser tomadas, para o controle da

doenca.
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Figura 6. Proporcao da distribuicdo dos resultados de Soroaglutinagdo Microscopica
de amostras reagentes para o diagnostico de leptospirose humana em
Itaperuna — 2006.

No grupo de 32 amostras de humanos analisados pelo SAM, o teste
imunoenzimatico ELISA-IgM, foi negativo em 100%. Este resultado sugere que os
individuos soropositivos ndao apresentavam titulos de IgM, portanto nao tinham
indicios de contato recente com a doenga. CAMARGO et al., (1992) em seu trabalho
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quando avaliou o teste ELISA-IgM no diagndéstico precoce da leptospirose humana,
concluiu que o teste permite constatar a concomitancia de leptospiremia e o
aparecimento de anticorpos IgM, observando ser eficiente quando aplicado no
diagnostico precoce da leptospirose humana. O Instituto Bio-Manguinhos e
FIOCRUZ consideram como grandes vantagens do teste a simples execucgao,
possibilidade de automacao, boa sensibilidade e especificidade

(http://www.bio.fiocruz.br/interna/reativos leptospirose.htm). De acordo com

informacdes obtidas no servico de atendimento ao cliente / departamento de
relagbes com o mercado Bio-Manguinhos / Fiocruz, a produgdao do kit EIE-IgM-
Leptospirose se baseia nas demandas do Ministério da Saude, o qual faz a liberagao
do teste para diagnostico. Este teste ndo foi adequado para investigacoes
sorolégicas em uma regido, como realizado neste trabalho, onde sdo investigadas
populacdes aleatdrias e na maioria das vezes sem historico clinico da doenca.

Um dos grandes problemas observado na microrregiao de ltaperuna como
provavel fonte de persisténcia da doenca esta relacionada a presengca de um
deposito de lixo proximo as propriedades rurais, o que pode vir a promover a
expansdo da populacdo de roedores. Em 7 das 12 propriedades estudadas foram
relatadas a existéncia de roedores, sendo estas soropositivas para leptospira na
SAM (Anexo ). A presenga de roedores pode promover a persisténcia da
leptospirose nestas propriedades. O crescimento urbano desordenado e a grande
quantidade de lixo espalhado sobre vias e terrenos baldios propiciam um ambiente
ideal para a proliferacao da populacao murina (FIGUEIREDO et al., 2001).

Outros fatores que podem contribuir para a presenca da leptospirose em
ltaperuna é a ocorréncia de enchentes e alagamentos, que ocorrem nos periodos de
altos indices pluviométricos na regido, o que cria condicbes propicias para a
permanéncia das leptospiras no ambiente.

A partir dos resultados obtidos podera ser possivel melhorar através da
vigilancia sanitaria a sanidade do homem e dos animais, alertar os produtores rurais
sobre a incidéncia da doenca na regido e deste modo poderdao obter uma maior
produtividade dos animais.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pela Soroaglutinacdo Microscopica
(SAM), a leptospirose esta presente na zona rural da microrregido de ltaperuna — RJ.
Animais e seres humanos da microrregido de ltaperuna encontram-se expostos a
infeccdo por leptospiras.

De acordo com a SAM a propor¢cao de leptospirose em fémeas bovinas de
aptidao leiteira na Microrregiao de ltaperuna é de 0,14. Este valor é consideravel
levando-se em conta 0s prejuizos econémicos relacionados com a doenga, sendo
assim, é de grande importancia a implantacdo de medidas de prevencao e controle
da doenca na regido.

A presenca de sorovares iguais em bovinos e em trabalhadores pode sugerir

a contaminagao entre especies.
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Anexo |
Questionario 2006
Incidéncia de leptospirose na Microrregiao de ltaperuna
Data:_ / / . Propriedade:
Endereco:

Descricao da propriedade:

Proprietario: Telefone:( ) -
Tratador(es)
Nome ldade Contato com a doenca
Bovinos
Nome Raca Idade | Problema reprodutivo Obs.

Vacinas:

Coleta de lixo: Rede de esgoto: Presenca de ratos:

Cées

Nome Raca Sexo Idade | Vacinagéo Obs.
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Tabela 2. Avaliagédo de propriedades com pelo menos um soropositivo por espécie,

para Leptospira spp., com titulos 2100, pela SAM.

Espécie  Porcentagem

Bovina 75%

Canina 14,28%

Humana 33,33%
Anexo lll

Tabela 3. Proporgcao de aglutininas anti-leptospira em soros sanguineos de bovinos.

Sorovariedade Total de soros *Total de soros Porcentagem Intervalo de
testados reagentes confianca

Copenhageni 120 1 0,008 0,017
Hardjo 120 6 0,05 0,039
Saxkoebing 120 3 0,025 0,028
Tarassovi 120 8 0,067 0,045
Hebdomadis 120 1 0,008 0,017
Wolffi 120 3 0,025 0,028

*titulos de anticorpos 2100.

Anexo IV

Tabela 4. Proporcao da distribuicao dos resultados de Soroaglutinacdo Microscopica

de amostras reagentes para o diagnostico de leptospirose bovinos em

Itaperuna — 2006.

Sorovariedade  Total de soros *Total de soros Proporcao Intervalo de
testados reagentes confianca
Tarassovi 120 8 0,067 0,045
Hardjo+wolffi 120 3 0,025 0,028
Hardjo 120 6 0,050 0,039
Hebdomadis 120 1 0,008 0,017
Hardjo+Tarassovi 120 1 0,008 0,017
Hardjo+Saxkoebing 120 1 0,008 0,017
Saxkoebing 120 3 0,008 0,017
Copenhageni 120 1 0,008 0,017
Wolffi 120 3 0,025 0,028
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Anexo V

Tabela 5. Propor¢ao de aglutininas anti-leptospira em soros sanglineos de caninos.

Sorovariedade Porcentagem Intervalo de
confianca
Canicola 0,2 0,301

*titulos de anticorpos 2100.

Anexo VI

Tabela 6. Proporcao de aglutininas anti-leptospira em soros sangliineos de

humanos.
Sorovariedade  Total de soros *Total de soros Proporcao Intervalo de
testados reagentes confianca
Icterohaemorrhagiae 32 2 0,062 0,088
Australis 32 2 0,062 0,088
Hardjo 32 1 0,031 0,063
Hebdomadis 32 1 0,031 0,063
Djasiman 32 1 0,031 0,063

*titulos de anticorpos =100.

Anexo VII

Tabela 7. Proporcao da distribuicao dos resultados de Soroaglutinacdo Microscopica
de amostras reagentes para o diagnéstico de leptospirose humana em

Itaperuna — 2006.

Sorovariedade  Total de soros *Total de soros Proporcao Intervalo de

testados reagentes confianca
Australis 32 2 0,062 0,088
Australis + Djasiman 32 1 0,031 0,063
Djasiman 32 1 0,031 0,063
Hardjo 32 1 0,031 0,063
Hebdomadis 32 1 0,031 0,063
Icterohaemorrhagiae 32 2 0,062 0,088
Icterohaemorrhagiae 32 1 0,031 0,063

+ Australis

*titulos de anticorpos 2100.
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Baixar livros de Economia
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Baixar livros de Educacao
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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