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RESUMO

SOROPREVALENCIA DE AGLUTININAS ANTI-LEPTOSPIRA E REACAO ANTI-
BRUCELLA EM CAES NO MUNICIPIO DE CUIABA, MATO GROSSO, BRASIL

A brucelose e a leptospirose sao importantes zoonoses que afetam tanto o homem
como os animais domeésticos em todo mundo. Neste trabalho foram estudados 458
cdes do municipio de Cuiab4, Mato Grosso, Brasil quanto a prevaléncia de reacao
anti-Brucella e presenca de aglutininas anti-Leptospira bem como um estudo de
possiveis fatores de risco associados a soropositividade para Brucella canis e/ou
Brucella abortus e Leptospira spp. O plano amostral utilizado foi feito através de
amostragem estratificada onde a populacdo total foi dividida em subpopulacdes
(norte, sul, leste e oeste) de modo a melhorar a acuracia da amostra. Para a
Brucella abortus o teste soroldgico de triagem utilizado foi o Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) e o Teste confirmatorio para as amostras positivas no AAT foi o
Teste de Soroaglutinacdo Lenta em Tubos (SAT) e o 2 mercaptoetanol (2-ME). Para
a Brucella canis, foi realizado o teste de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA). A
prevaléncia de reacdo anti-Brucella canis foi de 21,27% e a reacao anti-Brucella
abortus foi de 6,14%. A prova para testar a presenca de aglutininas anti-Leptospira
foi a Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) realizada utilizando uma colecdo de
antigenos vivos que incluiu 24 variantes soroldgicas, encontrando uma prevaléncia
de 25,32%. O sorovar mais prevalente da Leptospira foi o Patoc, seguido do
Autumnalis e Canicola. Os dados obtidos no inquérito epidemioldgico representado
por um questionario respondido pelo proprietario no momento da coleta indicaram a
faixa etaria compreendida entre um e cinco anos e animais sem raga definida foram
os fatores de risco comuns tanto a leptospirose canina como para Brucella canis e
Brucella abortus. Especificamente para a leptospirose, a existéncia de ratos no

ambiente doméstico

Palavras Chave: brucelose, céo, leptospirose, zoonose.
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ABSTRACT

SEROPREVALENCE OF AGGLUTININS ANTI-LEPTOSPIRA ANTI-BRUCELLA
AND REACTION IN DOGS IN THE MUNICIPALITY OF CUIABA, MATO GROSSO,
BRAZIL

Brucellosis and leptospirosis are important zoonoses that affect both man and domestic animals
worldwide. In this study, 458 dogs in the city of Cuiaba, Mato Grosso, Brazil on the prevalence of
anti-Brucella reaction and presence of anti-Leptospira agglutinins as well as a study of possible risk
factors associated with seropositivity for Brucella canis and Brucella abortus and Leptospira spp. The
sampling plan used was done using stratified sampling where the population was divided into
subpopulations (north, south, east and west) to improve the accuracy of the sample. Brucella
abortus for serological screening test used was buffered acidified antigen (TAA) and the confirmatory
test for positive samples in the AAT was the test tube agglutination (SAT) and 2 mercaptoethanol (2-
ME). For Brucella canis test was used to, Agar Gel Immunodiffusion (AGID). The prevalence of anti-
Brucella canis reaction was 21.27% and the reaction of anti-Brucella abortus was 6.14%. The proof
test for the presence of anti-Leptospira agglutinins was the Microscopic Agglutination Test (MAT)
performed using a collection of live antigens including 24 serovars, finding a prevalence of
25.32%. The most prevalent serovar of Leptospira was Patoc, followed by Autumnalis and
Canicola. The data obtained in epidemiological survey represented by a questionnaire answered by
the owner at the time of collection indicated the age group between one and five years and breed
animals were the risk factors common to both the canine leptospirosis as for Brucella canis and

Brucella abortus. Specifically for leptospirosis, the existence of rats in the home environment.

Keywords: brucellosis, dog, leptospirosis, zoonosis
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1 INTRODUCAO

A brucelose e a leptospirose sao importantes zoonoses que afetam tanto o
homem como os animais domésticos em todo mundo, sédo consideradas doencas de
risco ocupacional afetando principalmente acougueiros, veterinarios, laboratoristas,
magarefes e trabalhadores rurais. O estudo da populacdo canina visa o
conhecimento do potencial desempenhado por estes animais como reservatorios de
zoonoses, uma vez que o cao € fonte de infeccdo de inumeras doencas
transmissiveis.

A leptospirose canina tem uma relagdo socio—econdmico—cultural direta e €
difundida por fatores como o crescimento desordenado de grandes centros urbanos,
as migracoes, as deficiéncias nas condicbes de saneamento basico e o acumulo
desordenado de lixo, que promove a expansdo da populacdo de roedores. A
persisténcia do agente na natureza e o elevado potencial de infecgdo sé&o
assegurados pela diversidade de identidades sorolégicas, a multiplicidade de
espécies hospedeiras e o relativo grau de sobrevivéncia no ambiente sem
parasitismo. Dentre as modalidades de fonte de infec¢cdo dos animais acometidos, a
de maior relevancia € o papel dos portadores (convalescentes e sadios), excretores
de leptospiras a quem se atribui a maior parcela de responsabilidade pela
persisténcia de focos da doenca. Devido a longa duracdo desta condicdo e ampla
facilidade de deslocamento e por ndo manifestar sinais de infeccédo, eles se tornam
os reservatérios de manutencdo do agente no ambiente, ainda que essas nao se
multipliguem fora do organismo dos hospedeiros.

A brucelose canina tem como etiologia a Brucella canis na maioria dos casos,
porém, a doenca tem também como causa a infeccdo por Brucella abortus. A
infeccdo € de carater crbnico em cédes, canideos silvestres e no homem, tendo
distribuicdo mundial. O carater zoonotico da brucelose canina deve ser considerado
face a complexa relacdo da populagcdo canina com os seres humanos e

principalmente pelo estreito contato entre cdes e criangcas no ambiente familiar.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leptospirose Canina

2.1.1 HISTORICO

Adolf Weil, em 1882, descreveu uma doenca que ele observou em duas
ocasides envolvendo quatro pacientes em 1870. Os sinais clinicos eram
semelhantes e muito particulares. A doenca era caracterizada pelo aparecimento
subito, febre alta, esplenomegalia e ictericia (BRASIL, 2002; LEVETT, 2001).

A leptospirose foi conhecida com diferentes nomes, incluindo: "Tifo bilioso”
por Weil; Doencga de Weill, ictericia infecciosa, etc.

O agente foi isolado pela primeira vez, no Japdo, em 1915, por Inada & Ito.
Os japoneses isolaram leptospiras de trabalhadores em minas, denominando
“Spirochaeta icterohaemorrhagiae" (FAINE, 1994).

Em 1915, Uhlenhut & Fromme, provaram a existéncia do agente etioldgico,
inoculando sangue de soldados suspeitos de doenca de Weil em cobaias. Os
animais inoculados morreram e leptospiras foram microscopicamente identificadas,
sendo chamada de “Spirochaeta icterohaemorrhagiae” (apud GOMES, 2007).

Miyajima et al (1917) apud GOMES (2007) demonstraram que ratos eram
possiveis carreadores de leptospiras, mostrando que 40% deles eram portadores

renais.

2.1.2 ETIOLOGIA

E causada por espécies patogénicas do género Leptospira (VIJAYACHHARI
et al., 2008; FARR et al, 1995). A leptospira € uma bactéria gram-negativa, aerdbia

classificada como Spiroqueta, da familia Leptospiracea (TEIXEIRA et al, 2008).
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A Leptospira interrogans que é a espécie patogénica, possui mais de 200
sorovares classificados com base em determinantes antigénicos (PICKERING et al,
2006; HEYMAN, 2004; COHEN & POWDERLY, 2004; BHARTI et al, 2003; VINETZ,
2001; BRENNER et al, 1999). Com mais recente classificacdo genética baseada na
afinidade do DNA, as leptospiras patogénicas estdo divididas em oito espécies,
distribuidas em mais de 200 sorovariedades e arranjadas em 23 sorogrupos (FAINE,
1999).

Em 1992, o Subcomité de Taxonomia de Leptospira propés uma nova diviséo
para esse género, o qual é formado atualmente por oito genomoespécies
patogénicas: L. borgptersenii, L. interrogans sensu stricto, L. noguchii, L. santarosai,
L. weilii, L. kirschneri, L. inadai e L. fainii, distribuidas em 26 sorogrupos e 250
sorovares, e trés genomoespécies sapréfitas, ou de vida livre: L. biflexa, L. meyeri,
L. wolbachii, com raros registros de infecgbes (KMETY & DIKKEN, 1993).

As leptospiras sdo microrganismos flexiveis, helicoidais, moveis, com 6-12um
de comprimento e 0,1um de diametro, apresentam extremidades encurvadas, com
flagelos subterminais, ndo sdo visiveis a luz direta, mas a microscopia de campo
escuro. Sao aerobicos e microaerdfilos e crescem em pH 6timo de 7,2 a 7,6 em
temperaturas de 28-30°C (MARTINS, 2005).

Os cées sao considerados hospedeiros de manutencao do sorovar Canicola e
hospedeiros acidentais de outros sorovares e sdo considerados potenciais fonte de
infeccdo para proprietarios de animais de companhia (BOLIN, 1996).

Historicamente, os sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae tém sido
responsaveis pela maioria dos casos de leptospirose canina. No entanto tem
aumentado a ocorréncia envolvendo outros sorovares como Pomona,
Gryppotyphosa e Bratislava (HARKIN & GARTRELL, 1996).

2.1.3 RESISTENCIA E SENSIBILIDADE

A Leptospira interrogans sobrevive no solo umido ou na agua, que tenham pH
neutro a levemente alcalino, temperatura elevada entre 28°C e 30°C. Nao sobrevive

em aguas com alto teor salino (TEIXEIRA et al, 2008).
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2.1.4 SUSCEPTIBILIDADE E IMUNIDADE

A leptospirose € uma doenca que acomete tanto animais quanto o homem
(PICKERING et al, 2006; HEYMAN, 2004; COHEN & POWDERLY, 2004).

Grande parte dos animais atua como transmissor ou vetor da leptospirose
(VIJAYACHARI et al, 2008, PATARAKUL et al, 2010). A doenca é comum em
bovinos, bubalinos, equinos, caninos, ovinos e caprinos (SRIVASTAVA, 2006;
CACHAY & VINETZ, 2005). Podem se comportar como reservatorios o bovino, ratos,
camundongos peridomiciliares, animais de companhia, particularmente caes e
animais potencialmente selvagens como morcegos (BUNNELL et al, 2000),
marsupiais e uma grande variedade de roedores (MATHIAS et al, 2005; CACHAY &
VINETZ, 2005), gambas e guaxinins que habitam ambientes urbanos e suburbanos
também (PRESCOTT et al, 2002).

Os seres humanos sao hospedeiros acidentais, com transmissao
ocorrendo através do contato direto ou indireto com a urina de animais infectados
(PATARAKUL et al, 2010).

A leptospirose tem sido tradicionalmente considerada uma doenca dos
agricultores principalmente em locais onde ha criacdo de gado e suinos, pois estes
animais muitas vezes sao cronicamente colonizados por leptospira patogénica com
transmissao frequente aos seres humanos (VINETZ et al, 1996; KO et al, 1999) e
viajantes de aventura (CACHAY & VINETZ, 2005).

Cées de todas as idades podem ser afetados e a incidéncia € maior em
machos (FRAZER, 1991).

2.1.5 SOROVARES MAIS FREQUENTES

Na América do Norte, os sorovares mais comumente isolados sdo o Pomona,
o Icterohaemorrhagiae, o Grippotyphosa, o Hardjo e o Bratislava (KALIN et al, 1999).

Na Europa a doenga normalmente € atribuida aos sorovares Canicola e
Icterohaemorragiae (GREENE et al, 1998; FAINE, 1994).
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Nos Estados Unidos e Canada aumentou os relatos de casos de leptospirose
canina com infeccao envolvendo os sorovares Bratislava, Grippotyphosa e Pomona
(SCANZIANI, 1994; RENTKO et al, 1992; PRESCOTT et al, 1991).

Kalin, 1999, descreve em seu estudo trés casos de leptospirose canina
associado ao sorovar Pomona em Quebec no CANADA.

O primeiro relato de casos de leptospirose canina causada por Leptospira
interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae foi feito na cidade de Madras, India
(SRIVASTAVA, 2006).

Geisen et al, 2007, ao estudar os dados de 42 cédes com diagnéstico de
leptospirose no sul da Alemanha verificou que o sorovar mais reagente foi o
Grippotyphosa diferente dos contidos na vacina.

No Brasil, os inquéritos soroldgicos ja realizados sobre a leptospirose em
cdes encontraram resultados variaveis, entre 3 a 30%, e 0S sorovares mais
frequentes tém sido Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, Pyrogenes,
Hardjo, Castellonis e Ballum (AGUIAR et al, 2007).

2.1.6 OCORRENCIA E DISTRIBUICAO

E uma doenca de ampla distribuicdo geografica com maior prevaléncia em
regides de climas tropicais e em ambientes quentes e Umidos com precarias
condi¢Oes sanitérias (FAINE, 1994).

Ela ocorre em ambientes urbanos de paises industrializados e em
desenvolvimento, bem como nas regides rurais em todo mundo (BHARTI et al,
2003).

Os casos esporadicos e surtos da doenca ja foram relatados nos E.U.A.,
Reino Unido, Austrdlia, Nova Zelandia, Russia, paises da Europa e Asia
(SRIVASTAVA, 2006). Inumeros surtos de leptospirose tém ocorrido em paises
como Brasil, Nicaragua e india e alguns desses resultantes de calamidades naturais
como ciclones e inundactes (VIJAYACHARI et al, 2008).

No Brasil, infeccdes com Leptospira interrogans foram reconhecidas pela

primeira vez em 1917 no Parana (MERIEN et al, 1992); em 1930 foi diagnosticado o
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primeiro caso de leptospirose humana na cidade de Sdo Paulo (PRESCOTT et al,
1991). No Rio de Janeiro, em 1940, confirmou-se a presenca do agente causador da
leptospirose em cées no Brasil, através da necropsia de 11 cdes com manifesta¢des
clinicas da doenca (BROD et al, 2005). Em 1954 descreveu-se 0 primeiro caso de
febre canicola humana, relacionando o sorovar Canicola pelo contato com os cées,

frequentemente infectados por esse agente (VERONESI et al, 1954).

2.1.7 TRANSMISSAO

As leptospiras sdo transmitidas aos animais através do contato direto ou
indireto. A transmisséo direta ocorre através do contato com a urina infectada
(GREENE et al, 1998). As Leptospiras eliminadas na urina penetram no corpo
através da pele lesada ou de mucosas intactas. A transmissdo também ocorre apés
feridas de mordidas; contato venéreo; via transplacentaria; e ingestdo de tecidos,
solo, 4gua, panos de cama, alimentos contaminados e outros fémites (NELSON &
COUTO, 2001).

As fontes de infeccdo zoondticas podem variar em diferentes regides
(CACHAY & VINETZ, 2005).

Uma grande variedade de animais servem como reservatérios da Leptospira
para um ou mais sorotipos e podem eliminar 0s microrganismos através da urina por
meses ou anos apos ser infectados (HEYMAN, 2004; BRASIL, 2006).

Os animais de estimacdo podem entrar em contato com as leptospiras
através do contato com urina de animais selvagens ou outros reservatorios atraves
de atividades como nadar, beber ou andar através da agua contaminada, solo ou
lama (BROWN & PRESCOTT, 2008).

O sémen contaminado também é uma via de eliminacdo que pode
proporcionar a transmissdo da doenca. A presenca no Utero pode causar infeccédo
fetal e subsequentes problemas reprodutivos crénicos, além de excre¢do de
Leptospira pés-parto nas descargas uterinas (FILHO, 2007).

Dentre as modalidades de fonte de infeccdo dos animais acometidos, a de

maior relevancia € o papel dos portadores (convalescentes e sadios), excretores de
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leptospiras a quem se atribui a maior parcela de responsabilidade pela persisténcia
de focos da doenca. Devido a longa duracéo dessa condicdo e a ampla facilidade de
deslocamento e por ndo manifestarem sinais de infecgdo, eles se tornam os
reservatorios de manutencao do agente no ambiente (BATISTA et al, 2005).

A infeccdo humana ocorre devido ao contato acidental com o0s animais
portadores ou ambiente contaminado por Leptospiras. A fonte primaria é o animal
excretor, de cujas Leptospiras sdo excretadas dos tubulos renais para o meio
ambiente com a urina dos animais (VIJAYACHARI et al, 2008).

A transmissdo inter-humana € rara e sem importancia epidemioldgica
(BRASIL, 2006).

2.1.8 SINAIS CLINICOS

A leptospirose em cées, embora tenha uma incidéncia baixa de doenca
clinica, (HARKIN & GARTRELL, 1996) ela pode ser muito grave e as vezes fatal,
podendo se apresentar de forma aguda, subaguda ou cronica (GREENE et al, 2006;
LANGSTON et al, 2003).

A gravidade da doenca pode variar de acordo com o sorotipo envolvido indo
de uma infeccdo assintomatica até uma doenca fatal envolvendo rins, figado e
outros oOrgaos vitais (COHEN & POWDERLY, 2004). Animais jovens sao mais
severamente afetados (GREENE et al, 1998).

Nos cdes ha quatro sindromes que inclui: hemorragica aguda, ictérica,
subaguda ou urémica e a forma inaparente. As primeiras duas formas sédo causadas
primariamente, pela Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae enquanto
gue as duas Ultimas sdo causadas pela Leptospira interrogans sorovar Canicola
(GOMES, 2007). Os estagios iniciais da doenca nas formas aguda, ictérica e
subaguda séo clinicamente indistinguiveis; elas sao caracterizadas por: depressao,
anorexia, vomitos e diarréia ou constipacdo (GOMES, 2007; HARKIN & GARTRELL,
1996). Os sinais clinicos especificos de cada sindrome aparecem pouco depois.

A maioria das complicacfes da leptospirose esta associada a localizacdo da

bactéria. O 6rgdo mais atingido varia de acordo com o sorovar envolvido. Por
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exemplo, a Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagie causa classicamente
hemorragia aguda ou insuficiéncia hepatica severa e uremia subagudas. A
Leptospira kirschneri sorovar Grippotyphosa e a Leptospira interrogans sorovar
Pomona também sédo associados a insuficiéncia renal severa e lesfes hepaticas em
caes (BIRNBAUM et al, 1998; BROWN et al, 1996; HARKIN & GARTRELL, 1996);
nas infeccdes pela Leptospira interrogans sorovar Canicola os animais apresentam
frequentemente nefrite intersticial aguda, com menor envolvimento hepético; a
Leptospira interrogans sorovar Bratislava causa insuficiéncia renal aguda, que pode
ser severa (TEIXEIRA et al, 2008).

Sinais sistémicos da enfermidade: febre, depressdo, anorexia, vOmito,
relutdncia em se mover (devida a dor muscular generalizada, uma dor renal ou
meningite), desidratacdo e congestdo das membranas mucosas, em alguns animais
colapso vascular e morte superaguda. Pode ocorrer insuficiéncia renal aguda,
geralmente com oliglria ou anuria; e insuficiéncia hepética aguda, geralmente
ictericia e CID (Coagulacgéo Intravascular Disseminada) (NELSON & COUTO, 2001;
GREENE et al, 1998).

2.1.9 DIAGNOSTICO

O método de referéncia para diagnéstico soroldgico de leptospirose é o teste
de aglutinagcdo microscopica (MAT) teste de referéncia da OMS (Organizacédo
Mundial de Saude). O sorovar aglutinante na maior diluicdo do soro é indicativo do
sorogrupo infeccioso, mas reagfes cruzadas entre 0S sorovares Sa0 comuns
(LEVETT, 2001).

As provas laboratoriais mais utilizadas para diagndstico da leptospirose além
da soroaglutinacdo microscopica (SAM), sdo o Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Porém o sinal nas provas depende dos anticorpos circulantes em
guantidade suficiente para sua deteccédo (FILHO, 2007). A Reacdo de Polimerase
em Cadeia (PCR), vem sendo utilizada com vantagens, por ser uma técnica
sensivel, especifica e rapida. E aplicada para detec¢do em varias amostras clinicas

tais como soro, liquido cerebroespinhal, urina, fezes, tecidos e até mesmo sémen
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(FILHO, 2007; HARKIN et al, 2003). As coloracbes com prata auxiliam na
identificacdo de Leptospiras nos diferentes 6rgdos dos hamsters inoculados como
figado, pulmé&o, cérebro, rins, testiculo, Utero e ovario (FILHO, 2007).

A imunohistoquimica € habil na identificacdo de Leptospiras no aparelho
reprodutor, sendo mais eficaz na fase cronica da doenca (BRANDESPIM et al,
2004).

Segundo SILVA et al, 2005 a visualizagdo direta em microscopio de campo
escuro de amostras de urina contaminadas é mais eficiente na identificacdo de

Leptospiras que o isolamento e a imunohistoquimica.

2.1.10 PATOGENIA

A Leptospira pode sobreviver por longos periodos de tempo no ambiente
(TRUEBA et al, 2004). Depois de ganhar entrada através de abrasdes da pele ou
mucosas, as Leptospiras se multiplicam rapidamente na corrente sanguinea
(TEIXEIRA et al, 2008) e se espalham via hematbégena para varios orgaos-alvo
como os rins, figado e pulmdo (BHARTI et al, 2003; PALANIAPPAN et al, 2007),
baco, olhos, 6rgdos do sistema nervoso central e trato genital nos quais continuam a
se multiplicar resultando em um amplo espectro de manifestacbes clinicas que
variam conforme a extenséo da lesdo e o tipo de 6rgdo acometido (LEVETT, 2001;
BAL et al, 1994).

Caso o mecanismo de defesa dos hospedeiros possibilite que os mesmos
ultrapassem a fase aguda da infeccao, atinge-se o segundo periodo clinico, dito de
imunidade, pois sdo demonstrados niveis varidveis de anticorpos circulantes e de
leptospirtria, pois nesta ocasido as culturas de urina passam a ser positivas,
caracterizando a colonizagdo dos tubulos contornados renais dos animais
acometidos, local privilegiado, onde os anticorpos s6 sao observados em niveis
muito reduzidos. A excrecdo urinaria de Leptospira passa a ser intermitente,
podendo persistir por longos periodos de tempo, variavel de acordo com a espécie

animal e a variante sorolégica da Leptospira envolvida. Nos roedores, sua presenca
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pode ser registrada permanentemente na urina devido a uretra constituir-se huma
via comum para a eliminagao da urina e do sémen (BRASIL, 2002; BRASIL, 1995).

A severidade das lesGes varia conforme a viruléncia da Leptospira e a
suscetibilidade do hospedeiro. Alguns sorovares tendem a causar hemorragia
aguda, insuficiéncia hepatica e, na maioria das vezes, insuficiéncia renal. E sabido
que infeccbes em hospedeiros acidentais tendem a produzir uma forma de infecgao
clinica muito mais séria do que aquela que se desenvolve nos hospedeiros habituais
(LANGSTON & HEUTER, 2004; LEVETT, 2001; WOHI, 1996)

2.1.11 TRATAMENTO

O tratamento da leptospirose € diferente depende da gravidade e duracdo dos
sintomas no momento da apresentacdo. Pacientes com azotemia pré - renal podem
ser reidratadas inicialmente, enquanto sua funcdo renal é observada, mas pacientes
em insuficiéncia renal aguda requerem dialise, com carater de urgéncia (LEVETT,
2001; FRAZER, 1991). Monitorizacdo cardiaca também é desejavel durante os
primeiros dias apo0s a internacdo. Tratamento com antibitico especifico como a
penicilina pode ser usada em pacientes com insuficiéncia renal para controlar a
leptospiremia. Doxiciclina tem sido relatada com capacidade de reduzir a duragéo e
severidade da doenca em pacientes com leptospirose ictérica e em relatos de
prevencdo da leptospiruria ou de uma reducdo significativa em sua duragao
(LEVETT, 2001).

Dose Unica de 25 mg/kg de diidroestreptomicina, por via intramuscular tem
sido utilizada. A estreptomicina € nefrotoxica, ndo devendo ser fornecida aos
animais em quadros agudos de leptospirose (pequenos animais, bezerros) para
estes, oferecer penicilina e outros, esperando que o animal saia desta fase aguda
para utilizar a estreptomicina (GARCIA & MARTINS, 2008).



28

2.1.12 PREVENCAO E CONTROLE

Estratégias em longo prazo para o controle da doenca incluem a adocao de
medidas de higiene, controle de roedores, vacinacdo (SRIVASTAVA, 2006) e
saneamento ambiental (VIJAYACHARI et al., 2008).

Compreenséo global da eco-epidemiologia e cultura de uma comunidade que
enfrenta o problema de leptospirose € uma condicdo essencial para a evolucéo de
uma medida eficaz e aceitavel de controle (VIJAYACHARI et al., 2008). Educacao
em saude para a populacdo em alto risco de infeccdo (BROWN & PRESCOTT,
2008).

A vacinacdo de animais domeésticos evita que adoecam, mas ndo impede que
se infectem; neste caso podem apresentar leptospirdria, em grau mais leve e por um
periodo menor do que ocorre com a infeccdo em animais ndo vacinados (BRASIL,
2002).

2.1.12.1 Imunizacao

Os principais objetivos de vacinas veterinarias sdo para melhorar a saude e o
bem-estar dos animais de companhia, aumentar a producdo de gado com uma
relagdo custo-beneficio eficaz e evitar a transmissdo entre humanos de ambos os
animais domésticos e selvagens (MEEUSEN et al, 2007).

Vacinas compostas pela combinacdo dos sorovares Icterohaemorrhagiae e
Canicola tem sido comercializadas a mais de 30 anos (WOHI, 1996; WARD et al,
2002). Parece que ap6s a introducdo dessas vacinas a leptospirose classica
caracterizada por doenca hemorragica aguda ou subaguda grave ou insuficiéncia
hepética com presenca de uremia tem diminuido (RENTKO et al, 1992; SCANZIANI,
1994; HARTMAN, 1984).

Hoje existe dois tipos de vacinas contra a leptospirose disponivel no mercado:
as vacinas atenuadas e as vacinas inativadas, contudo esses dois tipos de vacinas

revelam significativos problemas de seguranca (WANG et al, 2007).
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As Leptospiras evoluiram de tal forma que conseguem escapar do sistema de
defesa imunologico. A translocacdo rapida de células de Leptospiras patogénicas
entre mamiferos permite que a bactéria atinja rapidamente a corrente sanguinea e
se espalhe a varios 6rgdos (WANG et al, 2007) e, dessa forma, € um desafio
desenvolver uma vacina segura e eficaz contra a leptospirose.

Sabe-se que a vacina previne a doenca, no entanto, a especificidade para
sorovares limita a eficacia de vacinas de células inteiras mortas (KOIZUMI &
WATANABE, 2005; SRIVASTAVA, 2006). A prevaléncia de varios sorotipos de
Leptospira e a tendéncia dos animais vacinados para tornar-se portadores dos
organismos faz com que a vacina torne-se parcialmente eficaz (SRIVASTAVA,
2006). Antigenos de Leptospira que induzem a imunidade cruzada de protecdo para
0s sorovares diferentes sdo procurados como novas vacinas candidatas (KOIZUMI &
WATANABE et al, 2005).

Um programa de vacinacdo bem sucedido exige que o0s estudos
epidemiologicos devam ser continuados para avaliar a extensdo do problema e o
conhecimento do envolvimento de diferentes sorovares de Leptospira em causar
doenca em uma dada populacédo (SRIVASTAVA, 2006).

2.1.13 IMPORTANCIA PARA SAUDE PUBLICA

A leptospirose canina tem sido considerada uma doenga infecciosa
emergente de importancia veterinaria e potencial zoonético (CACHAY & VINETZ,
2005).

Existem relatos de pequeno nimero de casos de infeccBes adquiridas através
dos cées por veterinarios ou por proprietarios dos animais infectados.

Ela constitui um sério problema sanitario, ndo s6 pela gravidade de sua
patogenia, mas também como elemento potencial de transmissao ao homem, devido
a grande proximidade estabelecida entre os seres humanos e os cdes (MASCOLLI
et al, 2002).

No Brasil, a leptospirose é considerada uma doenga endémica e constitui um

Sério risco a saude publica; € comum a ocorréncia de surtos epidémicos nas épocas
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de maior precipitagdo pluviométrica. A manutencdo de Leptospira nas regides
urbanas e rurais do Brasil € favorecida pelo clima tropical umido e uma vasta
populacao de roedores. O crescimento urbano desordenado e a grande quantidade
de lixo espalhado sobre vias e terrenos baldios propiciam também um ambiente
ideal para proliferacéo da populacdo murina (FIGUEIREDO et al, 2009).

Somente no ano 2000 foram diagnosticados 4125 casos de leptospirose
humana sendo que destes, 2,45% evoluiram para ébito (BRASIL, 2002).

Em Mato Grosso, segundo o Sistema de Informacdo Nacional de Agravos de
Notificacdo (SINAN) foram confirmados no ano de 2005, 18 casos e no ano de 2006,

8 casos de leptospirose humana.
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2.2 Brucelose Canina

2.2.1 HISTORICO

A doenca foi descrita inicialmente por Carmichael (1966), durante episodios
de abortamentos em canis de Nova Jersey, Estados Unidos da América. A partir dai,
a ocorréncia de brucelose por Brucella canis foi confirmada em diversos paises.

No Brasil, a presenca de caes infectados por B. canis foi confirmada tanto por
investigacbes que isolaram o0 agente como por inquéritos sorolégicos que
identificaram a presencga de anticorpos séricos anti B. canis. O primeiro relato sobre
a confirmacdo da enfermidade no Brasil ocorreu em Minas Gerais, a partir da
soroaglutinacao positiva e isolamento do agente de uma cadela que havia abortado
(GODOY et al, 1977).

Estudos conduzidos com identificagao, isolamento do agente (GODOY et al,
1977; LARSSON & COSTA, 1980; KEID, 2001) e inquéritos sorologicos (MAIA et al,
1999; MORAES, 2000; AZEVEDO et al, 2003) enfatizaram a importancia clinica e

epidemioldgica do agente na populacdo canina.

2.2.2 SINONIMIAS

Febre ondulante, febre de malta, febre do mediterraneo (no homem) (BRASIL,
2006; CORBEL, 2006; ACHA & SZYFRES, 2001) aborto contagioso, aborto
infeccioso, aborto epizodtico (em animais) e enfermidade de Bang (em bovinos), sdo
algumas das sinonimias da brucelose (BRASIL, 2006; ACHA & SZYFRES, 2001).
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2.2.2 ETIOLOGIA

Ha nove espécies reconhecidas de Brucella spp a B. abortus, B. melitensis,
Brucella suis, Brucella canis, B. ovis, B. neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis e B.
microti (SCHOLZ et al, 2008; FOSTER et al, 2007) estas trés ultimas constituem
cepas isoladas de mamiferos marinhos e sédo consideradas como novas espécies
(CORBEL, 2006).

A B. abortus est4d normalmente associada com o gado, B. melitensis com
ovinos e caprinos, B. suis em suinos (embora biovares 2, 4 e 5 sdo especificamente
associados com lebres, renas e roedores, respectivamente) (CORBEL, 2006;
MORENO & MORIYN, 2006). A B. ovis causa uma infeccdo especifica para ovinos e
nao foi implicada em doencas humanas, a B. neotomae foi isolada em poucas
ocasifes de ratos do deserto (CORBEL, 2006).

A brucelose canina tem como agente etioldgico principalmente a B. canis e
em condicfes especiais a B. abortus, B. melitensis e B. suis (ALMEIDA et al, 2004;
FRAZER, 1991). A infeccdo é de carater crbnico em céaes, canideos silvestres e no
homem (ALMEIDA et al, 2004).

A B. canis € um cocobacilo pequeno e imdével, gram-negativo, aerébico, sem
capsula, ndo formador de esporos e parasita intracelular obrigatério (CARMICHAEL
& GREENE, 1998; VASCONCELLOS et al, 1987).

2.2.3 RESISTENCIA E SENSIBILIDADE

Em zonas temperadas a Brucella pode sobreviver no solo, esterco ou agua,
dependendo da temperatura. Normalmente, em baixas temperaturas (entre 2 e 8°C),
as bactérias vivem até varias semanas ou mesmo meses, desde que haja material
organico suficiente disponivel e de que ela esteja protegida dos raios de sol. Quando
expostas aos raios do sol ao ar livre, constantemente morrem, fenbmeno este, que
ocorre mais rapidamente quando as bactérias sdo expostas aos raios do sol acima

de 18°C. Nas temperaturas de 56°C ou superior as Brucellas sdo rapidamente
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destruidas. Pasteurizacéo (realizado em 62°C por 30 min), de produtos lacteos
elimina os microorganismos e o0 risco de contaminacdo humana (MORENO &
MORIYN, 2006; VASCONCELLOS et al, 1987).

Sao prontamente destruidas pela fervura e desinfetantes comuns como
carbonato de sodio 1:10 em 30 minutos; fenol a 2,5% em 15 minutos; formaldeido a
2% em 15 minutos; permanganato de potassio 1:5000 em 10 min; soda caustica
1:1000 em 15 min (VASCONCELLOS et al, 1987).

2.2.4 SUSCEPTIBILIDADE E IMUNIDADE

A gama de hospedeiros é limitada aos caes domeésticos e canideos silvestres
(JOHNSON & WALKER, 1992; CARMICHAEL & GREENE, 1998), entretanto, ja
houve o registro de felinos soropositivos (RANDHAWA et al, 1977; LARSSON et al,
1984; CARMICHAEL & GREENE, 1998). Todas as idades e ambos 0s sexos
parecem ser igualmente suscetiveis (FRAZER, 1997).

Cobaias, camundongos, ratos e primatas sao susceptiveis a infeccao
experimental. O coelho é o animal de laboratério mais susceptivel e apresenta
orquite e abscesso peritoneal ap6s a inoculacado intraperitoneal de altas doses do
agente (CARMICHAEL, 1998).

Os cdes também se apresentam susceptiveis a infeccdo pela B. abortus,
principalmente em ambientes rurais, quando em contato com espeécies
potencialmente acometidas como a bovina. Humanos séo relativamente resistentes
a infeccd@o por B. canis, ao todo ja foram reportados no mundo mais de 35 casos. A
maioria das infeccbes em humanos ocorreu devido ao contato da pessoa que
manuseia o organismo ou pelo proprietario de um animal de estimacédo infectado.
Algumas fontes de infeccdo humana permanecem desconhecidas (JOHNSON &
WALKER, 1992; CARMICHAEL & GREENE, 1998)

O carater zoonadtico da B. canis também deve ser considerado, face aos
relatos clinicos em humanos no Brasil e no mundo (ROXO et al., 1990;
CARMICHAEL & GREENE, 1998).



34

2.2.5 OCORRENCIA E DISTRIBUICAO

Tem distribuicdo cosmopolita com registro de casos nas mais diferentes
regides do globo (ACHA & SZYFRES, 2001; GERMANO et al, 1987).

2.2.6 PREVALENCIAS ENCONTRADAS

Em 1978, Saegusa et al encontraram 2,3% de prevaléncia na area de Tokyo;
no México, Flores-Castro & Segura (1976 apud MORAES et al, 2002) descreveram
resultados positivos de 28% dos 500 animais testados. No sudeste de Ontario,
Canada Bosu & Prescott (1980) encontraram uma incidéncia de 0,3% nos animais
estudados.

No Brasil, Germano et al (1987) em seu estudo encontrou uma prevaléncia de
aglutinas anti-Brucella canis de 5,4% na cidade de Campinas, S&o Paulo. Almeida et
al (2004) encontraram 14,2% de prevaléncia de B. canis e 2,8% de B. abortus na
cidade de Alfenas, MG. Azevedo et al (2003) encontraram em Santana da Parnaiba,
Sédo Paulo uma prevaléncia de 2.2% de anticorpos anti-Brucella canis. Cavalcanti et
al (2006) em sua pesquisa de anticorpos anti-Brucella encontrou uma
soropositividade de 5,88% na regido metropolitana de Salvador, BA.

Aguiar et al 2005 em sua pesquisa sobre ocorréncia de anticorpos anti-
Brucella canis e Brucella abortus em cdes da zona rural e urbana no municipio de
Monte Negro, RO, encontraram 0.3% reacao ao teste confirmatoério para a B. abortus
e para a B. canis 3,6% apresentaram positividade na prova de IDGA mas nenhum
no teste confirmatério utilizando o 2-ME. Megid et al (1999) em seu estudo sobre a
ocorréncia de brucelose canina em canis com historicos de abortos encontrou uma
positividade de 4,6% a 51,1% de ocorréncia. Moraes et al (2002) no seu estudo de
prevaléncia da brucelose canina na microrregido da Serra de Botucatu, Sdo Paulo

observaram 0,84% de positividade no teste confirmatorio.
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2.2.7 TRANSMISSAO

A principal fonte de infecgdo por B. canis sdo os machos e as cadelas
doentes pelo contagio sexual ou pela via oral através da ingestdo de restos de
aborto ou alimentos contaminados com urina, sémen ou descargas vaginais
provenientes de animais infectados (CARMICHAEL & GREENE, 1998; GERMANO
et al, 1987; VASCONCELLOS et al, 1987; HUBBERT et al, 1980; JOHNSON &
WALKER, 1992; CARMICHAEL & GREENE, 1998) enquanto que por B. abortus
pela ingestéo de restos placentarios de ruminantes brucélicos (MALEK DOS REIS et
al, 2008).

A identificacdo dos cées doentes é importante, pois esses animais constituem
fonte de infeccédo, uma vez que podem eliminar o agente no ambiente pela urina, por
ejaculados, por secrecdes vaginais, por fetos abortados ou pelas fezes (CORBEL,
2006; BAEK et al, 2003; FRAZER, 1991). Estudos mostram que esses materiais
podem conter até 10*° organismos/ml.

O sémen também pode ser uma fonte de infeccdo, pois grande nimero de
organismos sao expelidos pelo sémen de animais infectados especialmente entre 3
e 11 semanas poés-infeccdo, 60 semanas apos infec¢cdo ndo pode ser recuperado B.
canis através do sémen (JOHNSON & WALKER, 1992; CARMICHAEL & GREENE,
1998).

O sémen também pode ser uma fonte de infeccéo, pois grande numero de
organismos sao expelidos pelo sémen de animais infectados especialmente entre 3
e 11 semanas poés-infeccdo, mas segundo Johnson & Walker, (1992) e Carmichael &
Greene, (1998) 60 semanas apoés infeccdo a B. canis ndo pode ser recuperada
através do sémen.

A doenca se dissemina rapidamente entre os cdes alojados em canis muito
proximos especialmente na época do acasalamento ou quando ocorrem abortos.
Os caes podem adquirir a infeccdo por B. abortus, B. melitensis ou B. suis de
ruminantes e suinos abortados, geralmente por ingestdo de material fetal ou
placentario Tém sido descrita a transmissdo da brucelose de cées para o homem e
ocasionalmente para outros animais (FRAZER, 1991). .A excreg¢ao urinaria também

€ um perigo potencial para a transmissao ao homem (CORBEL, 2006).
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O homem pode adquirir acidentalmente a Brucella de modo similar a do céo,

face a sua estreita convivéncia com este animal (GERMANO et al, 1987).

2.2.8 SINAIS CLINICOS

Os primeiros sinais nas fémeas inclui aborto durante o terco final da gestacéao,
além de natimortos e falhas de concepcédo. Os abortos podem seguir as gestacdes
subsequentes, a fémea pode né&o ciclar em decorréncia da infeccdo. Os machos
infectados geralmente desenvolvem uma linfadenite generalizada e freqiientemente
uma epididimite, uma periorquite e uma prostatite (CARMICHAEL & GREENE, 1998;
FRAZER, 1991; HUBBERT et al, 1980; HENDDERSON et al, 1974), alguns machos
podem apresentar dermatite escrotal (JOHNSON & WALKER, 1992). A pirexia nao &
caracteristica (CARMICHAEL & GREENE, 1998; FRAZER, 1991).

Infecgcbes cronicas podem conduzir os animais a esteriidade e ao
aparecimento de distrofias osteoarticulares (HOLLETT, 2006; CARMICHAEL &
GREENE, 1998; GERMANO et al, 1987; HUBBERT et al, 1980; HENDDERSON et
al, 1974). Uveite anterior recorrente com edema de cornea foi detectado em cées
infectados por si s6 ou com outros sinais (CARMICHAEL & GREENE, 1998).

2.2.9 PATOGENIA

Apls a penetracdo na membrana mucosa acredita-se que a B. canis é
fagocitada por macrofagos e outras células fagociticas e transportadas para 0s
ganglios linfaticos resultando em linfadenopatia transitoria periférica. Dos nédulos
linfaticos ela se espalha hematogenamente para outros 6rgdos (CARMICHAEL &
GREENE, 1998).

A bacteremia é usualmente detectavel duas ou quatro semanas apoés infeccao
e pode persistir por 6 a 64 meses. Os organismos de B. canis que estdo contidos

dentro de leucécitos sdo transmitidos pelo sangue onde continuam a se replicar.
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Eles também podem se replicar no tecido linforreticular incluindo os ganglios
linfaticos, baco e figado. Orgdos reprodutivos que podem ser infectados incluem o
Utero de fémeas gravidas e os testiculos, prostata e epididimo de machos
(JOHNSON & WALKER, 1992; VASCONCELLOS et al, 1987).

A B. canis infecta somente o Utero da fémea gravida através da colonizagéo
de células epiteliais da placenta o que pode resultar em morte embrionéaria ou fetal
ou aborto e as vezes as cadelas podem levar a gestacdo a termo e huma mesma
ninhada nascerem filhotes vivos e mortos. Filhotes vivos provenientes dessas crias
geralmente morrem dentro de algumas horas ou dias, embora alguns também
possam sobreviver. Fémeas gravidas geralmente ndo apresentam sinais da doenca,
mas podem eliminar o organismo na urina ou secreg¢do vaginal em diferentes
intervalos de tempo (JOHNSON & WALKER, 1992).

No epididimo, a B. canis provoca uma inflamagcdo pronunciada que é
caracterizada por infiltrados de células mononucleares, fagocitose de
espermatozdides por macrofagos e células gigantes multinucleadas e a producéo de
anticorpos aglutinantes anti-espermatozoéides. Estes anticorpos anti-espermatozoide
nao estdo relacionados com os anticorpos contra B. canis em si (JOHNSON &
WALKER, 1992; CARMICHAEL & GREENE, 1998). A orquite ndo é uma
caracteristica tdo proeminente da brucelose em si quanto a epididimite. A B. canis
infecta a prostata, o que provavelmente explica a presenca de um maior nimero de
organismos na urina de machos infectados do que na de fémeas. Embora a préstata
continue persistentemente infectada ndo ha sinais clinicos de prostatite (JOHNSON
& WALKER, 1992).

Ocasionalmente pode infectar outros tecidos como linforreticular e
reprodutivo. Também foram relatados uveite, discoespondilite, meningite,
glomerulonefrite e dermatite causada por B. canis piogranulomatosa (CARMICHAEL
& GREENE, 1998).
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2.2.10 DIAGNOSTICO

O diagnéstico etiolégico para brucelose canina € efetuado pela deteccéo de
anticorpos séricos contra B. canis ou pelo isolamento do microorganismo nos
animais infectados (AZEVEDO et al, 2004; IRIBARREN et al, 1999; FRAZER 1991,
VASCONCELLOS et al, 1987). A analise do sémen também pode ser util no
diagnoéstico através da observacdo de anormalidades que podem ser vistas cinco
semanas pos infeccdo. Dentre as anormalidades estdo espermatozoides imaturos e
acrossomos deformados. Podem ser observados 15 semanas poés-infeccdo, grandes
agregados de células inflamatérias, geralmente compostos de neutrofilos,
macrofagos aderentes contendo espermatozoéides fagocitados (CARMICHAEL &
GREENE, 1998; JOHNSON & WALKER, 1992).

2.2.10.1 Diagnéstico Bacteriol6gico

Geralmente, pode-se isolar facilmente o microorganismo do exsudato vaginal,
dos céezinhos abortados, do sangue, leite e do sémen dos cées infectados
(FRAZER, 1991).

2.2.10.1.1 Esfregaco corado

Esfregaco dos cotilédones da placenta, corrimento vaginal ou o contetdo do
estbmago fetal podem ser coradas por Ziehl-Neelsen modificado (Stamp) ou
métodos Kosters. Agregados de organismos intracelulares fracamente acidos com a
morfologia da Brucella podem ser observados. Cuidados devem ser tomados com
outros agentes infecciosos, tais como Coxiella burnetii ou Chlamydia que podem se
assemelhar a Brucella (CORBEL, 2006).
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2.2.10.1.2 Cultura

A Brucella pode ser mais facilmente isolada no periodo seguinte ao aborto ou
parto de um animal infectado, mas o isolamento pode também ser tentado post-
mortem (JOHNSON & WALKER, 1992).

As Brucellas sao excretadas em grande numero ao parto e pode ser cultivado
a partir de uma série de materiais, incluindo o muco vaginal, placenta, o contetado do
estdbmago fetal e leite utilizando os meios adequados de cultura seletivos (CORBEL,
2006; CARMICHAEL & GREENE, 1998; JOHNSON & WALKER, 1992; MOORE,
1969). E de extrema importancia que a contaminagio fecal e ambiental do material
seja minima para dar a maior chance de sucesso do isolamento de Brucella. Se
outro material ndo esta disponivel ou se encontra contaminado, o conteddo do
estbmago fetal geralmente sao uma excelente fonte de
Brucella (CORBEL, 2006).

Em algumas circunstancias pode ser apropriado utilizar linfonodos
retrofaringeos, supramamarios e iliacos, o tecido do Ubere, testiculos e utero
gravidico para tentar o isolamento da Brucella post-mortem (CORBEL, 2006;
JOHNSON & WALKER, 1992).

A hemocultura ndo deve ser o Unico critério de diagnéstico de infeccdo porque
a bacteremia pode ser ausente em animais cronicamente infectados (CARMICHAEL
& GREENE, 1998), mas é a forma de diagnéstico precoce da infec¢cdo (JOHNSON &
WALKER, 1992). A cultura de urina € positiva em alguns cdes quando a hemocultura
€ negativa, no entanto, esta é dificultada devido a grande contaminacao
(CARMICHAEL & GREENE, 1998).

2.2.10.2 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Devido a praticidade, os testes sorolégicos sdo os mais comumente usados
para diagnoéstico da brucelose canina (AZEVEDO et al, 2004, CARMICHAEL &
GREENE, 1998; FRAZER 1991). No entanto, pode haver um periodo de incubacéo
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muito longo, em alguns animais infectados e os individuos podem permanecer com

sorologia negativa, por um periodo consideravel apés a infeccdo (CORBEL, 2006).

2.2.10.2.1 Teste de Aglutinacdo Rapida (SAR)

Trata-se de um teste rapido, sensivel, de facil execucdo que detecta
anticorpos precocemente e com uma sensibilidade de 99% (CARMICHAEL &
GREENE, 1998; CASAS OLASCOAGA, 1976). E um excelente teste de triagem, no
entanto, devido a resultados falso-positivos ndo é um teste definitivo devendo ser
confirmado através da utilizacdo de outras provas mais especificas (AZEVEDO et al,
2004).

2.2.10.2.2 Elisa

A fonte de antigenos é fundamental para estabelecer a especificidade do
teste, antigenos muito purificados tem sido utilizados nesta técnica, que é muito
especifica, mas pode ser menos sensivel que o teste de soroaglutinacdo lenta em
tubos na triagem de cées infectados e ndo esta muito disponivel (CARMICHAEL &
GREENE, 1998; JOHNSON & WALKER, 1992).

2.2.10.2.3 Soroaglutinacdo em Tubos (SAT) e 2-Mercaptoetanol (2-ME)

Também chamada de prova lenta porque a leitura dos resultados é feita em
48 horas, é a prova sorolégica mais antiga e ainda hoje bastante empregada para a
confirmacéo de infeccdo, ap0Os teste de soroaglutinacdo rapida em placas. E uma
prova padronizada frente a um soro padrdo internacional, sendo o resultado

expresso em unidades internacionais. Trata-se da combinacdo do teste de
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aglutinacdo em tubos, que € um teste bastante sensivel, mas ndo muito especifico,
com o teste do 2 mercaptoetanol que reduz o numero de reacdes falso positivas
(AZEVEDO et al, 2004; CARMICHAEL & GREENE, 1998; JOHNSON & WALKER,
1992).

2.2.10.2.4 Fixacdo de Complemento

Trata-se de um teste trabalhoso e complexo, que exige pessoal treinado e
laboratério bem equipado. Trata-se de uma prova sensivel e especifica para detectar
anticorpos de Brucella (CASAS OLASCOAGA, 1976).

2.2.10.2.5 Imundifusdo em Gel de Agar (IDGA)

Este teste foi desenvolvido para ser um método de diagndéstico sensivel para
a brucelose canina. Este teste pode detectar precipitacdo no soro de animais com 5
a 10 semanas apOs infeccdo e 0s anticorpos persistem por varias semanas ou
meses apds a bacteremia cessar, € uma técnica pouco utilizada devido a falta de
padronizacdo da técnica e dificuldade de interpretacdo dos resultados
(CARMICHAEL & GREENE, 1998; JOHN & WALKER, 1992). Iribarren et al (1999)
em seu estudo comparativo entre as técnicas de IDGA e SAR em Buenos Aires,

Argentina observaram uma sensibilidade de 95,6% e especificidade de 100%.

2.2.11 TRATAMENTO

Devido a sua localizacdo intracelular, a antibioticoterapia € incerta, o
organismo é susceptivel a diversos antibidticos, mas, a terapia pode falhar ou pode
haver recidivas (CARMICHAEL & GREENE, 1998).
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A terapia em longo prazo (com estreptomicina e tetraciclina combinadas, por

exemplo) obtém sucesso na maioria dos casos (FRAZER, 1991).

2.2.12 PREVENCAO E CONTROLE

A incidéncia da infeccdo € muito mais baixa nos canis onde os cées sao
alojados individualmente (FRAZER, 1991; JOHNSON & WALKER, 1992).

Devem ser implantados procedimentos vigorosamente continuados para a
erradicacdo da doenca em um plantel: confirmacdo de diagndstico, quarentena,
determinacdo da fonte de infeccdo, eliminacdo do modo de transmissao,
identificacdo e eliminacdo dos animais infectados e adocdo de praticas de
prevencao de futuros surtos (FRAZER, 1991; JOHNSON & WALKER, 1992)

Os tratadores de animais também podem ser uma importante fonte de
manutencdo da infeccdo, sendo assim, a utilizacdo de desinfetantes como amodnia
guaternaria e iodoforos tém-se mostrado efetiva para desinfeccao das instalacdes e
equipamentos (CARMICHAEL & GREENE, 1998).

2.2.13 IMPORTANCIA PARA A SAUDE PUBLICA

O carater zoondtico da brucelose canina por B. canis deve ser considerada
em face da complexa relacdo da populagcdo canina com seres humanos,
principalmente pelo estreito contato estabelecido entre cdes e criancas
(CARMICHAEL & GREENE, 1998).

Até o momento ha o registro de mais de 35 casos de infec¢do por B. canis em
seres humanos em todo o mundo, tanto em infec¢cGes naturais como naquelas
adquiridas em laboratério como doenga ocupacional (CARMICHAEL & GREENE,
1998; AZEVEDO et al, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Detectar a prevaléncia de aglutininas anti- leptospira spp e reagédo anti-

brucella spp. em cdes no municipio de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

e Detectar contato prévio dos caes no municipio de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil
com Leptospira spp;

e Detectar contato prévio dos caes no municipio de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil
com Brucella spp;

e Verificar os fatores de risco associados a ocorréncia de leptospirose e
brucelose em cées no municipio de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil;

e Auvaliar o potencial zoonético da populacdo canina para a populagdo humana.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Federal de Mato Grosso (CEPA/UFMT) sob o nimero de protocolo:
23108.040913/08-2 e teve como objeto de estudo 458 caes do municipio de Cuiaba,
capital do estado de Mato Grosso, Brasil.

4.1 Caracterizacdo do Municipio

O municipio de Cuiaba situa-se na regido centro-sul do estado de Mato
Grosso, possui uma area de 3.538,167 Km? com uma populacdo estimada em
542.861 habitantes (IBGE 2006). O clima é tropical quente e Umido, as chuvas se
concentram de setembro a abril, a precipitacdo média anual é de 1.469,4 mm?®. A
temperatura média chega a 34,1°C, mas as maximas absolutas chegam a 40°C.

Predominam relevos com baixas amplitudes com altitudes que variam de 146 a 250

metros na area da propria cidade.

Fig 1 - Imagem do estado de Mato Grosso Fig. 2 - Imagem ampliada do municipio de
destacando o municipio de Cuiaba Cuiabd com as regides Norte,Sul, Leste e
Oeste em evidéncia.
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4.2 Populacéo Canina

A populacdo canina segundo o Centro de Controle de Zoonoses de Cuiaba
(CCZ/Cuiaba) apos realizacdo do censo animal em 2007 é de aproximadamente
96.504 cées sendo que destes animais 25.101 estédo localizados na regido Norte do

municipio, 18.866 na oeste; 23.140 na Leste e 29.397 na regido sul do municipio.

4.3 Caracterizacdo das Amostras

Foram coletadas 458 amostras de sangue de caes no municipio de Cuiaba. O
tamanho da amostra foi delimitado segundo o programa Epiinfo versao 6.0 utilizando
a populacéo total de animais do municipio uma prevaléncia esperada 0,5% (utilizada
para doencas sem prevaléncia conhecida) e um nivel de confianca de 95%. O plano
amostral utilizado foi feito através de amostragem estratificada, pois a populacdo
total foi dividida em subpopulagdes (norte, sul, leste e oeste) de modo a melhorar a
acuracia da amostra para que desta forma, a populacdo canina do municipio fosse
realmente representada. Delimitou-se entdo, o nUmero de amostras por regido: Na
regido Sul coletou-se amostras de 140 animais, na regido Norte 119, na regido Leste
108 e na Oeste 91. Os bairros de cada regiao foram submetidos a um sorteio onde
as coletas foram realizadas com uma representatividade de 10% dos bairros de
cada regido e, nos bairros houve sorteio das ruas e as casas foram escolhidas ao
acaso obedecendo a principios de aleatoriedade. Os bairros sorteados da regido
norte foram Jardim Vitoria, Residencial Paiaguas, Jardim Humuarama, Centro
América e Altos da Gléria; na regido leste foram Planalto, Barbado, Praeiro, Jardim
Paulista, Recanto dos Passaros e Jardim Petrdpolis; na oeste Consil, Santa Marta,
Cohab Nova, Jardim Araca, Coesa, Jardim Antartica e Bordas da Chapada; na sul
foram Jardim Aphoena, Jardim dos Ipés, Nossa Senhora Aparecida, Vista Alegre,
Sao José, Real Parque e Santa Laura.
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Fig. 4 - Imagem de satélite da regido Leste do

municipio de Cuiaba com os bairros amostrados

representados pelo circulo em vermelho.

Fig.3 - Imagem de satélite da regido Oeste do
Municipio de Cuiaba com os bairros amostrados

representados pelo circulo em vermelho.
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Fig.5 - Imagem de satélite da regido Sul do Municipio de Cuiaba com os bairros amostrados

representados pelo circulo em vermelho.

Satelli

Fig.6 - Imagem de satélite da regido Norte do Municipio de Cuiaba com os bairros amostrados

representados pelo circulo em vermelho.
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4.4 Inquérito Epidemiologico

O inquérito epidemioldgico representado por um questionario respondido pelo
proprietario no momento da coleta continha informagbes a respeito da
caracterizacdo do animal (raca, idade, sexo); a sanidade (vacinacdo, niumero de
doses e tipo de vacina); o comportamento (acesso as ruas, convivéncia com outros
animais) e aspecto reprodutivo (castrado ou ndo, se ja realizou a cruza, entre
outros); e, por ultimo sobre o ambiente em que o animal vive (presenca de ratos,

infra-estrutura do peridomicilio) (Anexo ).

4.5 Colheita e processamento do Sangue

Foram coletadas 5 a 8 ml de sangue, aproximadamente por animal em tubo
de vidro estéril (vacutainer) pela venipuncao da veia cefalica ou jugular no periodo
de dezembro de 2008 a dezembro de 2009. Esse material foi acondicionado em
caixa isotérmica com gelo até a chegada ao laboratério onde foi centrifugado a 3.000
rotacbes durante um periodo de 10 minutos. Apds, o soro foi separado,
acondicionado em microtubos (eppendorfs) e armazenado em freezer com
temperatura média de - 20 a - 22°C até o momento da realizacdo das provas

soroldgicas.

4.6 Andlise Estatistica

O estudo estatistico utilizado foi o estudo descritivo baseado em uma amostra
de 458 cédes no municipio de Cuiaba para avaliar sua exposi¢do ao agente causal
Leptospira spp e/ou Brucella spp, avaliando os resultados dos exames laboratoriais.
Além disso, os fatores de risco associados as doencgas foram avaliados, tracando um

perfil dos animais através da distribuicdo de frequiéncia e utilizacéo de histogramas.
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4.7 Provas Soroldgicas

4.7.1 LEPTOSPIROSE

4.7.1.1 Soroaglutinacdo Microscopica (SAM)

A prova utilizada para testar a presenca de aglutininas anti-leptospira foi a
soroaglutinacdo microscopica (SAM), segundo Santa Rosa (1970), realizada no
laboratorio de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual de Sé&o
Paulo - Campus Jaboticabal (UNESP/JABOTICABAL) utilizando uma colecdo de
antigenos vivos que inclui 24 variantes soroldgicas (sv) de leptospiras patogénicas
(Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Batavie, Canicola,
Whitcombi, Cinoptery, Grippotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi,
Shermani, Tarassovi, Sentot) e duas de Leptospiras saproéfitas (Andamana e Patoc).
A triagem foi efetuada na diluicdo de 1:50 e, quando houve aglutinacdo, 0s soros
foram titulados em uma série geométrica de diluicbes de razdo de dois. O titulo foi
dado como a reciproca da maior diluicdo em que houve aglutinacao.

A andlise dos resultados considerou como mais provavel o sorovar que
apresentou o maior titulo e maior freqiiéncia. Os animais que apresentaram duas ou
mais variantes sorolégicas com titulos idénticos foram excluidos desta andlise, e

considerados reatores para a Leptospira spp.
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e
Fig 7 — Departamento de Medicina Veterinaria Fig. 8 — Laboratério de Medicina Veterinaria
Preventiva da UNESP- Jaboticabal Preventiva da UNESP- Jaboticabal

Descricdo da Técnica:

Triagem:

Primeiramente foi diluido o soro na proporcéao de 1:25 (0,4 ml de soro + 9,6 mli
de PBS); em seguida distribuiu-se 30ul da diluicdo do soro 1:25 nos pocos das
placas com fundo em U; apds acrescentou-se 30ul da solucdo antigénica
correspondente (diluigdo final 1:50);

Misturou-se levemente e foi deixado repousar na estufa 28°C por 30-40 min;

Passando o periodo de descanso a placa foi examinada no microscépio com
condensador de campo escuro a seco, objetiva 10x e ocular 10 a 16x.;

Anotou-se o grau de aglutinagdo (+ a ++++) para cada antigeno.

Os soros que na prova de triagem mostraram reducdo do numero de
leptospiras livres de 50 a 100% foi submetido a prova de titulacdo que consistiu em:

Partindo da diluicdo 1:50 preparou-se mais cinco diluicdes consecutivas e ao
dobro (1: 100 a 1: 1.600);

Preparou-se placas com fundo em U para teste e controle em namero igual ao
de antigenos;

Distribuiu 30pl de cada diluicdo foram distribuidas nos respectivos pocgos das
placas da diluicdo de 1:50 na primeira fileira, e assim por diante, e quando chegou
no ultimo tubo foi desprezado 30l;

Apds misturar e incubar durante 30-40 minutos em estufa a 28°C conforme
descrito na prova de triagem; foi considerado como ponto final de reagcé&o a mais alta
diluicdo do soro capaz de aglutinar ou lisar 50% ou mais das Leptospiras.

O titulo do soro foi expresso pela diluicdo dada.

Antigeno séo culturas de cepas padrdao de Leptospira sp, mantidas por

repigues semanais em meio liquido de Stuart Ellinghausen ou similar. S6 devem ser
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usados como antigenos, culturas de 4 a 14 dias, que ndo apresentem contaminantes

nem autoaglutinacao.

Interpretacao da prova:
Negativo: auséncia de aglutinacao
+ presencga de aglutinacdo com 75% de Leptospira livre
++ presenca de aglutinagdo com 50% de Leptospira livre
+++ presenca de aglutinacdo com 25% de Leptospira livre

++++ presenca de aglutinacdo com menos de 25% de Leptospira livre

4.7.2 BRUCELOSE

4.7.2.1 Teste de Triagem: Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) ou Rosa bengala
ou Soroaglutinacdo Rapida em Placas.

Este teste foi realizado no laboratério de Doencas Infecciosas do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso (HOVET/UFMT). Foi preparado
com o antigeno na concentracdo de 8%, tamponado em pH &acido (3,65) e corado
com o Rosa de Bengala. O primeiro passo foi equilibrar os soros a temperatura
ambiente antes da realizacdo da prova. Com micropipetador de 30ul dispensou-se
esse volume de cada soro em cada area da placa de vidro (delimitada com
quadrados de 4cm). Posteriormente colocou-se 30ul do antigeno ao lado do soro
previamente colocado sem misturar. Em seguida, com um misturador multiplo
homogeinizou-se o soro e o0 antigeno com movimentos circulares. A placa foi agitada
com movimentos oscilatérios permitindo que a mistura soro-antigeno fluisse
lentamente dentro de cada circulo durante 4 minutos. Finalizando, a leitura foi
realizada na caixa de luz indireta com anotacdo dos resultados, onde era

considerado positivo o teste que apresentava aglutinacao.
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Reagdo positiva

Reag¢do Negativa
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Fig. 9 — Hospital Veterinario — UFMT. Fig. 10 — Imagem ilustrativa de reagéo positiva

e reacdo negativa da prova do antigeno

acidificado tamponado.

4.7.2.2 Teste confirmat6rio para as amostras positivas no AAT: Soroaglutinacao

Lenta em tubos e 2 Mercaptoetanol (2-ME)

Este teste foi realizado no Laboratério de Satude Animal Anibal Molina (LASA)
do Instituto de Defesa Agropecudrio de Mato Grosso (INDEA/MT). A metodologia

seguiu o manual técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da

Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), 2005.

Fig. 11 — Laboratério de Saude Animal Anibal Fig. 12 — Laborat6rio de Saude Animal Anibal

Molina — INDEA/MT Molina — INDEA/MT
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Os passos realizados foram:

e Diluicdo do antigeno para soroaglutinacdo lenta em tubos 100 vezes em solucao
salina a 0,85% contendo 0,5% de fenol. Obtendo concentracéo final de 0,045.

eDiluicdo do antigeno para soroaglutinacdo lenta em tubos 50 vezes em solugéo
salina a 0,85% sem adicao de fenol, concentragéo final 0,090%.

e Preparacao da solucao de 2-ME a 0,1M misturando-se 7,8 ml de 2-ME a 992,20 ml|
de solugao salina a 0,85% sem fenol, ou volumes menores, proporcionalmente.

ePara cada amostra testada colocou-se em uma estante duas fileiras de quatro
tubos.

e [dentificou-se o primeiro tudo com o nimero correspondente ao soro a testar.

eA primeira fileira correspondeu as quatro diluicbes do soro do teste de
soroaglutinacao lenta em tubos e deve ser marcada com uma letra T. A outra
fileira, em que se fara o teste do 2-ME, foi ser marcada com a letra M.

¢ Com uma pipeta colocou-se no fundo do primeiro tubo da primeira fileira, deixou-se
fluir 0,08 ml de soro. No segundo tubo, depositou-se 0,04 ml, no terceiro 0,02 ml e
no quarto 0,01 ml.

e Repetiu-se o procedimento para depositar as mesmas quantidades de soro na
segunda fileira de tubos.

ePara todas as amostras de soro, repetiu-se o procedimento de forma similar,
pipetando os soros para cada duas fileiras de tubos adequadamente identificados.

e Foi incluido soro controle positivo com atividade aglutinante conhecida.

¢ Foi incluido soro controle negativo no teste do 2-ME.

e Agregou-se a cada um dos tubos das fileiras T, 2 ml do antigeno diluido em salina
fenicada.

e Agregou-se 1 ml de solugéo de 2-ME a 0,1 M a cada um dos tubos das fileiras M.

e Misturou-se bem agitando a estante.

eDeixaram-se as estantes com as amostras em repouso durante 30 min a
temperatura ambiente.

¢ Apds 30 min, empregando-se outro dispensador automatico, agregou-se a cada
tubo da fileira M, 1 ml do antigeno diluido 1:50 (0,09% de células) em solucdo
salina fisiolégica (sem fenol). A concentragdo final do antigeno na solucédo ficou
0,045% e a do 2-ME foi de 0,05M.
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¢ Misturou-se bem agitando a estante.

e Incubou a 37°C por 48 +3 horas.

e A leitura do teste foi feita através de uma fonte de luz indireta contra um fundo
escuro e opaco, com uma forte luz que atravessa os tubos. As fontes de luz
estranhas foram reduzidas. As interpretacdes basearam-se no grau de aglutinacao
do antigeno e na firmeza dos grumos, apos agitacdo suave dos tubos.

e Anotaram-se 0s resultados.

e Interpretacédo dos resultados: o grau de aglutinacdo em cada uma das distintas
solugdes foi classificado como: completo (+), incompleto (l) ou negativo (-):

Reacdo completa: € aquela em que o liquido da mistura soro-antigeno aparece

translicido e a agitacdo suave nao rompe grumaos;

Reacdo incompleta: € aquela em que a mistura soro-antigeno aparece parcialmente

translicida, e uma agitacdo suave nao rompe 0S grumos;

Reacdo negativa: é aquela em que a mistura soro-antigeno aparece opaca ou turva,

€ uma agitacdo suave nao revela grumos.

A interpretacdo dos resultados foi realizada segundo o quadro 1.

Quadro 1 — Interpretacdo da prova de Soroaglutinacéo Lenta em tubos e 2 Mercaptoetanol

2-ME | NR 251 25 501 50 1001 100 2001 200
SAL
NR -
25I - -
25 - - +
501 - - + +
50 INC INC + + +
1001 INC INC + + + +
100 INC INC + + + + +
200l INC INC + + + + + +
200 INC INC + + + + + + +
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+ Positivo

- Negativo

SAL = Teste de Soroaglutinacdo Lenta
2 — ME = Teste do 2- Mercaptoetanol
NR = Nao Reagente

| = Reacao Incompleta

INC = Reacéo Inconclusiva

[ ] =Reag&o que nédo pode ocorrer

4.7.2.3 Imunodifuséo em Gel de Agar (IDGA)

O diagndéstico de B. canis foi realizado pelo teste de Imunodifusdo em Gel de
Agar (IDGA) padronizado com antigeno que consiste de proteinas e
lipopolissacarideos soluveis, extraidos da bactéria B. ovis, amostra Reo 198,
produzido pelo TECPAR, as provas foram realizadas no Laboratério de Medicina
Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual de S&o Paulo — Campus

Jaboticabal, inicialmente com a preparacdo do tampéao borato composto de:

Acido bOrico (H3BO3) ...oovvivveeiieieceeceeeee e 6,29
Cloreto de Potassio (KCL) ......cceevvveiiiiiiiiieeeeciiiieeeenn 7,25¢
Agua destilada ............coveeiieiieeeeeee e, 800 ml

Em seguida agitou-se para dissolver e ajustou-se o pH em 8,3 com hidréxido
de so6dio a 0,2 M.

Posteriormente iniciou-se o preparo do gel de Agar utilizando-se:

Agar Noble .........ooovvvviiiiiiiiiiiee e 19
Tampao Borato ........cccceeeeeveeeeeiiiiiiiieennn, 100 ml
Cloreto de Sédio (NaCl) ......ccoevvvvvieenennn. 10g

A mistura foi levada ao banho-maria até o gel ficar translicido e homogéneo e
em seguida 12 ml do agar quente foi distribuido em placas de petri de vidro que
permaneceu em temperatura ambiente até solidificacdo completa e usado
imediatamente apds completa solidificacdo. No momento do uso perfurou-se o agar
com roseta contendo 7 perfuradores de 4,0 mm de diametro, 1 central e 6

periféricos, e distancia entre eles de 3,0 mm. Retirou-se o agar dos po¢os com 0O
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extrator de &gar. O gel, apos cortado, foi imediatamente preenchido com soro e
antigeno. Nos pocos das rosetas foram colocados 25 pl dos soros a testar,
alternadamente em 3 pocos periféricos, 25 ul do soro controle positivo intercalado
nos 3 pocgos restantes periféricos e o antigeno no pocgo central (figura 15).

Em seguida as laminas foram colocadas em caixas com ambiente Umido, e
incubadas em temperatura ambiente.

A leitura do teste foi realizada ap6s 24 e 48 horas, utilizando sistema de
iluminacdo com luz indireta e fundo preto, para melhor visualizagéo utilizou-se lente

de aumento.

O resultado final considerado foi aquele apés leitura de 48 horas.

Fig. 13 — Fotografia da camara Umida com as Fig 14 — Fotografia da placa de petri com as
placas de petri com o gel de &gar. rosetas feitas no gel de Agar.

Interpretagao dos resultados:

Reacdo positiva é indicada por uma linha de precipitagéo entre o po¢o de soro
teste e 0 poco de antigeno, a qual apresenta continuidade com linha de precipitacédo
do soro controle positivo (fig.16).

Na reacdo fraca positiva a linha de precipitacdo do soro controle apresenta
leve curvatura, unindo-se com a outra linha de precipitacdo do soro controle. Esta
unido ocorre rente ao poco do soro-teste (fig.16).

A reacado negativa ndo apresenta linha de precipitacdo entre o soro teste e o
antigeno. As linhas do soro controle prolongam-se até ao po¢o do soro teste sem
encurvar-se ou unir com outra linha de precipitacao (fig.16).
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A reacdo inespecifica apresenta linha de precipitacdo sem identidade com o

soro-controle (fig.16).

S 020 0l®.....

2- Soro Teste Fraco Positivo
3- Soro Teste Negativo

@ : @ @ @ @ @ 4- Linha Inespecifica
5- Soro Controle Positivo
1,2,3 - Soros a testar
SP - Soro Controle Positivo @
A - Antigeno

Figura 15 — Modelo de roseta para o teste de Figura 16 — Modelo de Roseta contendo as
Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) possiveis reacdes no teste de IDGA.

contendo a disposicdo dos soros a serem

testados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Leptospirose Canina

5.1.1 LEVANTAMENTO SOROLOGICO DE AGLUTININAS ANTI-LEPTOSPIRA

Estudando os animais que apresentaram aglutininas anti-Leptospira e,
considerando como positivos titulos maior/igual 1:100 foi encontrada uma
prevaléncia de 116 (25,32%) de caes positivos a Leptospira spp. Alguns estudos
realizados no Brasil encontraram frequéncias semelhantes como as do estudo de
Aguiar et al (2007) que observou que 27,3% dos animais estudados no municipio de
Monte Negro, Rondobnia, apresentaram anticorpos anti-Leptospira spp. Yasuda et al
(1980) encontrou 21,6% de animais reagentes ao estudar cées de rua na cidade de
Séao Paulo. Batista et al (2005) encontrou 21,4% de prevaléncia de anticorpos anti-
Leptospira. O trabalho de Blazius et al (2005) em Itapema, Santa Catarina encontrou
uma frequéncia de 10,5% de cées positivos. Magalhaes et al (2007) verificou 13,1%
de prevaléncia em cdes domiciliados e ndo domiciliados no municipio de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Silva et al (2006) estabeleceu uma ocorréncia entre
15,52% e 20,28% de caes reagentes a Leptospira spp em Botucatu, Sdo Paulo.
Avila et al (1998) encontrou 34,8% de prevaléncia em Pelotas, Rio Grande do Sul.

Essas diferencas na percentagem de positividade podem ser explicadas pela
variedade de fatores que influenciam na ocorréncia da leptospirose, com destaque
para a topografia, regido, temperatura, umidade, precipitacdo pluviométrica,
reservatorios selvagens, reservatérios domésticos e outros fatores ambientais
(ALVES et al, 2000).

Foi observado, entre os animais positivos a leptospirose, reacdes com
diferentes sorovares envolvidos. Dos 24 sorovares testados 18 obtiveram pelo
menos uma reagdo. Destacaram-se (Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis,
Batavie, Canicola, Whitcombi, Grippotyphosa, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Sentot) e duas de Leptospiras

saprofitas (Andamana e Patoc) (tabela 1).
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Tabela 1 — Sorovares reagentes na populacao animal estudada no municipio de Cuiaba, Mato Grosso

Sorovar ReacgdOes ocorridas Frequéncia
Autumnalis 30 25,86%
Castellonis 10 8,62%
Canicola 13 11,21%
Whitcombi 03 2,59%
Copenhageni 02 1,72%
Icterohaemorrhagiae 02 1,72%
Pomona 01 0,86%
Pyrogenes 01 0,86%
Hardjo 01 0,86%
Sentot 03 2,59%
Patoc 34 29,31%
Leptospira sp 16 13,80%
TOTAL 116 100%

Observou-se que 34 animais reagiram a mais de um sorovar, com variacao de
dois a oito sorovares envolvidos o que pode indicar existéncia de reacfes cruzadas.
Os titulos variaram de 1:100 a 1:1600. Animais reagentes a mais de um sorovar foi
considerado o sorovar com maior titulo, quando néo foi possivel diferenciar o sorovar
de maior titulacao foi considerado positivo a Leptospira sp.

Saber se o animal foi vacinado e o tempo entre a vacinagdo e a coleta do
sangue do animal nos permite saber se a reacdo em questdo é uma reacéo vacinal
ou se trata de uma reacdo do contato natural do animal com a bactéria. Entre os
animais positivos 65 (56,03%) foram vacinados com vacinas polivalentes, cerca de
14 (12,07%) consiste em casos nao informados (fig.17), os casos ndo informados
sao explicados devido ao fato da pessoa que respondeu ao inquérito epidemiolégico
muitas vezes nao se tratar daquela que realmente cuida do animal e ha também
agueles casos em que as vezes a pessoa fica inibida em dizer que ndo vacina seu
animal de estimacdo. No entanto, 31,90% (37) consiste em animais
reconhecidamente ndo imunizados. Percentual relativamente alto e que indica que
esses animais estdo passiveis a todas as possiveis doencgas, inclusive aquelas as

quais a vacina confere imunidade ou protege de uma apresentacédo mais grave.
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Titulos considerados baixos, de 100 e 200, podem ser encontrados em
amostras de animais convalescentes, como titulo residual de infeccao prévia ou em
casos de infeccdo recém-instalada e podem ser significantes em animais nao
vacinados (FURTADO et al, 1997). Tem sido sugerido que a infecgdo ou vacinagao
anterior deve produzir um titulo inferior a 1:300, mas que os titulos das vacinas pode
chegar a 1:1250 (HARKIN & GARTRELL, 1996).

No momento da coleta apenas quatro animais (3,74%) daqueles que foram
positivos haviam recebido uma dose da vacina polivalente num periodo inferior a
trés meses, 0 que sugere que a aglutinina encontrada pudesse vir a ser uma reagao
vacinal. No entanto, dos quatro animais, trés foram reagentes ao sorovar
Autumnalis, um sorovar ndo encontrado em nenhuma vacina comercial disponivel no
mercado. O outro animal reagiu a trés sorovares que aparecem juntos em vacina
comercial: Canicola, Copenhageni e Grippotyphosa, evidenciando este sim como
uma reacdo vacinal, os titulos nesse animal foram 1:400, 1:400 e 1:200,
respectivamente.

Vacinas comercializadas hoje contém em sua formulacdo dois (Canicola e
Icterohaemorrhagiae) quatro (Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e
Pomona) ou sete sorovares de leptospira (Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Grippotyphosa, Copenhageni, Pomona, Hardjo e Pyrogenes). O sorovar mais

encontrado ndo estd na composi¢do de nenhuma dessas vacinas comerciais.

Fig.17 — Namero de animais vacinados com vacinas polivalentes em Cuiaba, Mato Grosso
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O sorovar mais encontrado nas amostras positivas foi o Patoc seguido pelo
Autumnalis. O sorovar Canicola s6 apareceu em terceiro e o0 Icterohaemorrhagiae

em sexto lugar, sorovares freqientemente encontrados em vacinas comerciais, e 0s
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mais associados a casos de leptospirose canina. Os resultados obtidos nao
condizem com o que Yasuda et al (1980) apresentou em seu estudo com céaes de
rua na cidade de S&o Paulo, no qual encontrou 0s sorovares mais envolvidos em
casos de leptospirose canina foram o Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Gryppotyphosa e Balum. Resultado parecido também foi observado por Avila et al
(1998) no municipio de Pelotas, RS, que apresentou como mais prevalente o
sorovar Canicola, seguido de Icterohaemorraghiae. Magalhdes et al (2007) também
encontrou como sorovar mais frequente o Canicola, seguido de Ballum, Pyrogenes e
Icterohaemorraghiae em Belo Horizonte, MG. No entanto, os resultados obtidos em
Cuiabd, estdo de acordo com alguns trabalhos como o de Prescott et al (2002) que,
ao avaliar cdes em Ontario, observou como sorovares mais envolvidos o Autumnalis
e Bratislava com envolvimento de Grippotyphosa e Pomona também; e o de Batista
et al (2005) que encontrou o sorovar Autumnalis como o de maior frequéncia
seguido de Copenhageni e Canicola em Campina Grande, Paraiba. Batista et al
(2004) encontrou como mais prevalente o sorovar Autumnalis, Pomona,
Grippotyphosa e Patoc. Blazius et al (2005) encontrou em cées errantes na cidade
de Itapema, SC, como sorovar mais prevalente o sorovar Pyrogenes seguido de

Canicola, Ictehaemorrhagiae e Copenhageni.

5.1.2 INQUERITO EPIDEMIOLOGICO E ANALISE DE FATOR DE RISCO

O conhecimento sobre os fatores que podem vir a influenciar na ocorréncia ou
ndo de doencas é de extrema importancia quando se fala em medicina veterinaria
preventiva, pois a informacao sobre a eco epidemiologia de uma determinada regido
€ um fator contribuinte para a prevencéo, controle e se possivel erradicacdo de uma
doenca. Devido a isso, foi realizado um inquérito epidemiolégico representado por
um questionario respondido pelos proprietarios dos animais dos quais foram
coletadas amostras de sangue de modo a identificar possiveis fatores de risco a
ocorréncia de leptospirose canina.

A idade dos animais acometidos variou entre um e cinco anos de idade
(63,79%) (fig.18). Resultados parecidos foram encontrados por Silva et al (2006) que

encontrou mais de 50% de caes com anticorpos anti-Leptospira tinham idade entre
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um e cinco anos de idade. Batista et al (2005) verificou que a maior parte dos
animais acometidos tinham idade superior a um ano. No entanto Magalhées et al,
2007 e Jouglard & Brod (2000) ndo observaram relacéo entre idade e acometimento
por leptospirose. Essa maior propor¢cdo encontrada no presente estudo pode ser
devido ao fato desses animais estarem passando da fase infantil e chegando a fase
adulta, periodo de transicdo que representa a fase de maturidade e maior atividade
sexual. S8o animais que ja estdo com seu sistema imune em plena atividade, nao
tem hébitos curiosos, mas devido ao maior tempo de vida, podem ter em algum

momento se infectado com os agentes infecciosos.

Fig. 18 — Faixa etaria dos animais acometidos pela leptospirose em Cuiaba, MT
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O sexo também é um fator que pode ou nao influenciar na frequiéncia ou
ocorréncia de determinadas doencas. Sendo assim, foi verificado que machos
representaram 56,03% (65) enquanto que fémeas 43,97% (51), havendo, portanto
uma predilecdo por sexo, estando, portanto os machos mais suscetiveis a infeccao
por Leptospira spp. Aguiar et al (2007), encontraram resultados parecidos onde
verificou que machos, no ambiente rural, apresentam maiores chances de infeccéo
gue as fémeas. Nesse mesmo estudo ndo foi observado preferéncia por sexo no
ambiente urbano para a ocorréncia de infec¢éo por Leptospira assim como Jouglard
& Brod (2000), n&o encontraram predisposi¢cao ao sexo. Batista et al (2004), Silva et
al (2006) e Magalhaes et al (2007) também observaram uma maior predisposi¢ao

para ocorréncia de aglutininas anti-leptospira em machos.
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Diversos estudos tém observado que animais sem racga definida sdo mais
propensos a adquirir doencas, no entanto, diversos aspectos devem ser avaliados,
como o fato dos proprietarios adotarem medidas diferenciais para animais com raca
definida e sem raga definida. Este estudo verificou que 61,21% dos casos positivos
foram em animais sem raca definida, evidenciando o fato como um fator de risco a
ocorréncia de leptospirose, provavelmente devido ao modo de criacdo e nhao
supostamente a uma imunidade natural. No entanto, o resultado vem de encontro ao
que Silva et al (2006) pbde verificar em Botucatu, SP, onde animais sem raca
definida apresentaram uma taxa de 67,1% e com raga definida 32,9% evidenciando
que esses animais tém mais acesso a Leptospira sp, fato que também foi
confirmado no trabalho de Batista et al (2005) e Magalhdes et al (2007) que
mostraram que animais sem raca definida sdo mais propensos a infeccdo por
leptospirose. Deve ser levado em consideracdo que animais sem raca definida
constituem uma grande parcela da populacdo canina e, que grande parte tem
acesso livre as ruas, manejo este que geralmente ndo é permitido quando o animal
possui raca definida.

Parte dos cées positivos (56) 48,27%, tém acesso as ruas, no entanto, este
trabalho ndo encontrou relacdo quanto a este aspecto. Jouglard & Brod (2000)
também n&o verificou relevancia estatistica como fator de risco o fato do
confinamento animal. Isso pode ter ocorrido devido a inconsisténcia nas respostas
do proprietario ao inquérito epidemioldgico que foi feito por meio de questionario.
Mesmo assim, tal fato ndo deixa de ser um evento importante, pois contribui para o
acesso dos animais a infeccdes e esse manejo semi-domiciliado pode fazer com que
eles tragam para dentro das casas contaminantes que podem ser transmitidos a
outros animais e até mesmo para o homem. Silva et al (2006) verificou que animais
gue tem mais acesso as ruas apresentaram titulos sorolégicos maiores em relacdo
aos que nao tém esse acesso.

Cerca de 20% dos animais acometidos em Cuiaba, ja entraram em contato
com outras espécies animal, tal fato é importante quando vai se avalia o sorovar
envolvido na reacgéo positiva como, por exemplo, os sorovares Wholfi e Hardjo que
sdo mais comuns em bovinos. No entanto, n&do foi observado uma relagdo entre
esse contato animal e a ocorréncia da leptospirose.

Dentre os animais positivos 69 (59,48%) convivem no mesmo ambiente com

outros animais como cées e gatos. Este dado encontra um fator de risco, pois, o fato
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de estarem no mesmo ambiente faz com que tenham contato com urina e fezes
desses animais, compartilham vasilhames, alimentos, agua e, se tratar de macho e
fémea reproduzem-se também, ou seja, compartiham de diversas formas de
transmissao (solo, 4gua, ar, fomites e sexual) de doencas. A transmissdo € o maior
problema no que se refere as doencgas infecciosas e o conhecimento da forma como
ocorre pode direcionar as acdes de controle da doenca.

Houve uma porcentagem de 6 (24%) das fémeas positivas para Leptospira
spp com historico de abortamentos e ndo foi identificado como fator de risco, mas
pode se perceber que € uma das manifestagdes clinicas da leptospirose de grande
importancia.

Com relacdo a presenca de ratos no ambiente doméstico 78 (67,24%) dos
entrevistados disseram j& ter observado o roedor no mesmo ambiente dos caes,
pois, sabe-se gue tais animais sdo portadores permanentes de Leptospira spp, e,
segundo Yasuda et al, 1980, esses animais podem levar contaminacdo ao homem e
a outros animais, tendo em vista, principalmente que os ratos sdo hospedeiros
definitivos de leptospiras, ndo manifestando a doenca e podendo eliminar leptospiras
vivas através da urina durante toda sua vida.

A existéncia de rio e/ou esgoto no peridomicilio ndo foi identificado como um
fator de risco. No entanto, a existéncia de terreno baldio nos arredores da casa sim.
Em 68,10% (79) dos casos, animais que foram positivos para Leptospira sp havia
terreno baldio nas proximidades da casa e, em apenas 31,04% (36) ndo havia. Dado
este, de grande relevancia, pois nesses locais ha acumulo de lixo e grande oferta de
alimento, principalmente para espécies de roedores como Mus musculus, que
habitam intra-domicilio e saem a noite para se alimentar; ou ainda, existe o fato de
que em muitos desses terrenos ha depdsito de entulhos como madeiras, ferros e
restos de materiais de constru¢cdo que podem servir de abrigo principalmente para a
espécie Rattus rattus que habita ambiente intra e peri-domiciliar.

Cerca de 25% das ruas pesquisadas ficam alagadas quando chove, esse
dado é importante pois sabe-se do papel importante da agua na manutencéo das
leptospiras e transmissdo da doenca que ocorre por meio do contato com a agua
contaminada, no entanto n&o foi observada como um dos principais fatores de risco
nesta pesquisa.

Todos esses fatores sdo muito importantes tendo em vista que a saude da

populacdo humana e animal sdo afetados por condicbes de habitacdo, de
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abastecimento de agua, rede de esgoto e coleta de lixo, e também por
caracteristicas do individuo, tais como habito e comportamento. Ko et al (1999) e
Sarkar et al (2002) afirmam que a presenca de agua, lixo e roedores infectados
predispdem a ocorréncia de casos humanos de leptospirose e conseguientemente

animais.

5.2 Brucelose Canina

5.2.1 LEVANTAMENTO SOROLOGICO DE REACAO ANTI-BRUCELLA

Ao realizar o estudo de reagéo anti-Brucella spp observou-se que 21,27% (97)
dos cdes apresentaram reacao anti Brucella canis. Quanto a Brucella abortus 25%
(114) dos animais foram reagentes ao teste de triagem Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) e, desses, apenas 6,14% foram reagentes ao teste confirmatorio
Prova Lenta mais 2-ME. Estudos parecidos como o de Almeida et al (2004)
obtiveram freqUéncias um pouco inferiores: onde 14,2% dos animais foram positivos
para a B. canis, 18,1% reagiram no teste de triagem para B. abortus e, no
confirmatério apenas 2,8% foram positivos. Moraes et al (2002) observou uma
prevaléncia de 9,2% para B. canis e nenhuma reacdo apara a B. abortus ao estudar
a zona Oeste da cidade do Rio de Janeiro. JA Marassi et al (2004) ao estudar 497
cdes domiciliados em idade reprodutiva no municipio do Rio de Janeiro encontrou
7,4% de prevaléncia para a B. canis. Vieira et al (2000) ao avaliar a prevaléncia de
cdes reagentes a B. canis em ambiente rural e urbano no Estado do Rio de Janeiro
observou 11,64% de reagentes no ambiente urbano e 7,53% no ambiente rural.
Azevedo et al (2003) encontrou 2,2% de prevaléncia também para a B. canis no
municipio de Santana da Parnaiba, SP. Em Salvador, BA, Cavalcanti et al (2006)
encontrou um valor de 5,88% de reacéo anti—B. canis. Megid et al (1999) ao avaliar
canis com historico de abortos encontrou uma prevaléncia que variou de 4,6% a
57,1% de frequéncia. No entanto, alguns estudos também encontraram freqiiéncias
proximas as encontradas no municipio de Cuiaba como, por exemplo, o de Maia et

al (1999) que ao avaliar a presenca de B. canis encontrou uma positividade de
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25,7% em cées no Municipio do Rio de Janeiro e Niteroi, esse mesmo estudo nédo
houve reacéo para a B. abortus. Logo, observa-se que os resultados encontrados
nesta pesquisa estdo dentro dos padrdes de inquéritos realizados nos mais diversos
locais, visto que a prevaléncia pode variar de acordo com condic¢des locais, modo de

criagéo, dentre outros.

Tabela 2 — Numero e freqiiéncia de animais positivos para Brucella canis segundo a regido de origem

no municipio de Cuiaba, MT.

REGIAO NUMERO DE ANIMAIS FREQUENCIA (%)
POSITIVOS

SUL 51 52,58%

LESTE 16 16,49%

NORTE 06 06,18%

OESTE 24 24,75%

TOTAL 97 100,00%

Conforme tabela 2, evidenciou-se que a brucelose canina esta presente em

todas as regides do municipio.

5.2.2 INQUERITO EPIDEMIOLOGICO E ANALISE DE FATOR DE RISCO

Estudando os resultados obtidos quanto a idade dos animais reagentes a B.
canis observou-se que 57 (58.76%) dos animais positivos tinham idade entre um e
cinco anos de idade. Para a B. abortus verificou-se que 100% dos casos tinham
mais de um ano de idade, sendo desses, 71,43% (5) com idade entre um e cinco
anos (tabela3). Resultados parecidos foram encontrados por Germano et al (1987),
Moraes et al (2002), Almeida et al (2004), Cavalcanti et al (2006) onde concluiram
que a maior propor¢do de reagentes a brucelose canina encontra-se na faixa etaria
compreendida entre 18 e 54 meses (1 ano e meio e 4 anos e meio de idade). Em
seu estudo, Azevedo et al (2003) também observou que 0s casos positivos tinham

mais de um ano de idade (77,8%), no entanto, sem significancia estatistica.
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Tabela 3 - Nimero e freqiiéncia de animais positivos para Brucella canis e Brucella abortus segundo
a idade dos animais acometidos.

Idade B. canis (freqiéncia) B. abortus (freqiéncia)
0- 11 meses 15 (15,47%) 0

1-5anos 57 (58,76%) 5 (71,43%)

6 — 10 anos 18 (18,56%) 2 (28,57%)

Acimade 10 anos 3 (3,09%) 0

N&o informado 4 (4,12%) 0

A frequéncia alta nessa faixa etaria pode ser explicada pela maturidade
sexual, nesse periodo € o de maior atividade, maior contato com outros animais
devido a idade fazendo com que essa populacdo esteja mais exposta ao risco de
infeccdo. No entanto também deve ser considerado o fato dessa faixa etaria
corresponder a maior parcela da populacéo, pois, dos 458 animais amostrados, 283
(61,18%) estdo compreendidos nessa faixa etaria.

Quanto ao sexo, estudos realizados por Germano et al (1987), Azevedo et al
(2003), Moraes et al (2002), Almeida et al (2004), Cavalcanti et al (2006),
Vasconcellos et al (2008) mostraram que ambos 0s sexos sdo igualmente expostos
ao risco de infeccdo por brucelose canina. No presente estudo observou-se (tabela
4) uma diferenca pequena entre ocorréncia de reacdo anti-Brucella canis entre
machos e fémeas, sendo fémeas 55,67% e machos 44,33%. Levando em
consideracao tal resultado pode-se concluir, que fémeas sdo mais suscetiveis ao
risco de infeccdo por B. canis. Considerando a B. abortus foi encontrada uma
prevaléncia de 57% nos machos e 42% nas fémeas, portanto, para B. abortus os

machos sdo mais passiveis de adquirir a doenca.

Tabela 4 - Nimero e freqiiéncia de animais positivos para Brucella canis e Brucella abortus segundo
0 sexo do animal acometido

Sexo B. canis B. abortus
Macho 43 (44,33%) 4 (57,14%)
Fémea 54 (55,67%) 2 (42,85%)

Ao avaliar a raca dos animais positivos (tabela 5) verificou-se que

aproximadamente 66% dos caes reagentes a B. canis eram sem raga definida (SRD)
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e para B. abortus cerca de 57% foram reagentes. Pode-se inferir que animais SRD
podem estar mais expostos a brucelose canina, tal fato pode ser explicado pelo
modo de criacdo, onde tais animais podem ter acesso facilitado as ruas podendo,
portanto, entrar em contato com outros animais infectados, ambientes
contaminados, outras espécies animais, enfim tem uma maior probabilidade de, em
algum momento contrair a infeccdo. Outros trabalhos mostraram resultados
semelhantes quando ndo observaram associacao expressiva entre racas quanto ao
acometimento pela brucelose como € evidenciado nos trabalhos de Azevedo et al
(2003) e Almeida et al (2004).

Tabela 5 - Namero e freqiéncia de animais positivos para Brucella canis e Brucella abortus segundo
a raca e manejo dos animais acometidos.

B. canis B. abortus
Com raca definida 33 (34,02%) 3 (42,85%)
Sem raca definida 64 (65,98%) 4 (57,14%)
Com acesso as ruas 44 (45,36%) 4 (57,14%)
Sem acesso as ruas 53 (54,64%) 3 (42,85%)

Em relacdo ao manejo dos animais (tabela 5) 45,36% dos positivos para B.
canis e 57,14% dos positivos para B. abortus tém acesso as ruas e, em cerca de
50% esse acesso € livre com bastante frequéncia. Nao houve diferenca com relacéo
ao manejo para a B. canis, no entanto para a B. abortus evidenciou-se como fator de
risco, resultado que vem de encontro ao que Vasconcellos et al (2008) concluem em
seu trabalho, no entanto, Azevedo et al (2003) observam que tal fator constitui um
evento epidemioldgico de risco para a ocorréncia da brucelose canina. A diferenca
pode ser devido ao fato de que foi realizado um inquérito epidemiolégico com o
preenchimento de formularios respondidos pelo proprietario e, que estes, dependem
da veracidade das respostas. Ainda analisando o resultado da B. canis, 45% € um
percentual relativamente alto, ndo ficou evidenciado como fator de risco para a
brucelose canina causada por B. canis, mas esse percentual consideravel de
animais podem ser veiculadores de diversas outras doencas. Esses animais
semidomiciliados podem representar um risco maior que aqueles de vida livre, pois,
nao tém um contato muito proximo com as pessoas, ou somente em casos de

agressao, tém contato com outros animais nas ruas (de vida livre ou n&o), com
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ambientes contaminados, e voltam para casa onde mantém contato com outros
animais e seu proprio dono. O risco de contaminacdo de diversas doencas
infecciosas por esses animais € muito grande e o risco de transmissdo ao homem
deve ser considerado.

Das fémeas positivas para B. canis, 44% apresentaram histérico de
abortamento enquanto que para B. abortus nenhuma das fémeas positivas
apresentaram esse historico. Vasconcellos et al (2008) observaram que 100% das
fémeas com histérico de abortamentos foram soropositivas enquanto 2,6 % das que
nao tinham histérico foram reagentes. Azevedo et al (2003) observou em seu
trabalho uma freqiiéncia de historico de abortamento em fémeas positivas de 7,4%
e, de 1,4% de frequéncia em fémeas positivas sem historico de abortamento no
entanto sem associagdo estatistica entre os casos de abortamento e a
soropositividade. Almeida et al (2004) observou em 5,5% das fémeas positivas
histérico de abortamento. O percentual relativamente alto encontrado neste trabalho
evidencia uma das principais manifestacfes clinicas da brucelose que € o historico
de abortamento em cadelas infectadas, o baixo valor com relacédo a B. abortus pode
ser explicada devido ao numero pequeno de animais positivos a tal espécie de
Brucella (3 fémeas).

Ao analisar o local do qual provinham os animais positivos para B. abortus no
teste confirmatdrio pode-se verificar que 71,43% (5) provinham da regido Leste do
municipio e 28,57 (2) da regido Sul. Nas demais regides, Norte e Oeste, nenhum
animal foi positivo. A regido Sul foi a que apresentou a mais alta proporcéo de caes
gue entraram em contato com outra espécie animal, seguida da regido Norte, Oeste
e Leste que aparece somente na Ultima posicdo contrariando os resultados pois a
regido Leste foi a que apresentou maior nimero de animais reagentes a B. abortus.

Ao avaliar cada animal separadamente foi observado que dois dos cinco
animais reagentes ja entraram em contato com outras espécies animal, indicando
uma probabilidade de ter sido esse contato a razao de apresentarem positivos a B.
abortus e os outros trés animais sem historico de infertilidade (no caso de machos),
nem de aborto (fémeas) e sem contato com outras espécies animal. Dos trés,
apenas um teve acesso livre as ruas, o que pode indicar que foi este o motivo para o
animal ter entrado em contato com a bactéria, no entanto os outros dois animais néo

apresentam a razao sobre a possivel forma de infeccao.
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Aspectos também observados na regido Sul onde dos dois animais positivos,
nenhum entrou em contato com outra espécie animal, ndo apresentaram histérico de
aborto ou infertilidade, apenas um teve acesso as ruas. Mas todos, tanto da regiao
leste como da sul convivem com outros animais. Isso deixa uma lacuna, pois pode
ser que o animal estudado ndo tenha acesso as ruas e 0s outros que convivem no
mesmo ambiente tenham e assim corroboram com a transmissdo da doenca. O
contato com diferentes espécies animais € um fator epidemiolégico importante
devido a possibilidade de veiculacdo de infec¢gbes comuns a outras espécies,
expondo o cédo a tornar-se hospedeiro acidental de doengas como a brucelose
canina.

Ao avaliar a regido acometida pela B. canis, foi observado um maior nimero
de cées provenientes da regiao Sul, mais de 50%, seguido da Oeste, Leste e Norte
(tab.2). Proporcionalmente também foi a regido Sul com mais casos de aborto
(41,18%), seguido da leste (17,39%), oeste (16,67%) e norte (16,13%).

Nessa regido também foi observado que a maioria dos entrevistados possui 0
segundo grau completo ou incompleto (41,43%), seguido da Oeste (39,56%), Leste
(37,04%) e Norte (28,93%). As mesmas proporc¢des que foram verificadas o nimero
de casos. Na regido Norte a maior parte da populacdo entrevistada possui nivel
fundamental ou inferior (54,54%) e a regido Sul é a regido que menos apresenta
pessoas com nivel fundamental ou inferior de educacéo (30,71%). A regido leste é a
que mais apresenta populacao com nivel superior de educacéao (25,93%) seguido da
oeste (24,17%), sul (12,14%) e norte (9,92%).

O fato da regido Norte ndo apresentar casos de brucelose canina causada por
B. abortus e, para B. canis ocorrer com menor nimero de casos pode ser devido ao
nivel de instrucao inferior da maioria dos entrevistados nestas regides pois, estes
permanecem mais tempo em casa e, talvez possam dar uma atencdo maior aos

seus animais e evitar que eles saiam as ruas e se exponham a infeccao.
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6 CONCLUSOES

No municipio de Cuiabad existe uma gama de fatores predisponentes
favorecendo a ocorréncia de leptospirose e/ou brucelose canina tais como
convivéncia de caes com outros animais no mesmo ambiente, presenca de roedores
no ambiente domeéstico, existéncia de terrenos baldios nos arredores da casa, casos
de abortamentos em fémeas, acesso as ruas, contato com outras espécies animais.
Esses fatores sdo importantes ao estudar ndo sé a leptospirose e a brucelose canina
como também outras doencas transmissiveis. Foi verificado 25,32% de aglutininas
anti-Leptospira e da reacao anti-Brucella spp 21,27% para a B. canis e 6,14% para a
B. abortus.. Além disso, alguns fatores de risco foram detectados para a ocorréncia
da leptospirose canina como a raca do animal sendo que, dos positivos 61,21%
eram sem raca definida; a idade pois 63,79% dos animais positivos tinham idade
entre 1 e 5 anos e a presenca de ratos no ambiente doméstico encontrado em
67,24% das casas com animais positivos. Avaliou-se também os fatores de risco
para a brucelose canina como idade sendo a faixa etaria de 1 a 5 anos a mais
acometida; o sexo sendo machos mais acometidos em se tratando de B.abortus e
fémeas quando se trata de B.canis; a raca também se mostrou como um risco
potencial pois animais sem raca definida obtiveram um maior percentual de
ocorréncia quanto a brucelose canina e a regido de origem do animal. Essas duas
zoonoses ainda ndo haviam sido estudadas quanto a ocorréncia ou prevaléncia no
municipio e por se tratar de doencas graves com risco potencial de transmissédo ao
homem, os resultados encontrados nesse trabalho pioneiro é de extrema
importancia e com grande impacto para saude publica contribuindo para adocéo de
medidas profilaticas especificas.

Através destes resultados ressalta-se a importancia da realizacdo de estudos
como este, 0s quais tém o objetivo de verificar os sorovares mais prevalentes na
regido, haja vista que ndo existe imunidade cruzada entre os sorovares, para que,
dessa forma, possa haver contribuicdo com a formulagdo de vacinas realmente
especificas para a protecdo da populacdo animal e, conseqientemente humana de

acordo com a realidade local.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Sendo a leptospirose e a brucelose doencas que podem acometer tanto
animais domesticos e silvestres como o homem, este trabalho visou encontrar as
doencas na populacédo canina, pois estas podem representar um risco potencial de
transmissdo ao homem e muitas vezes sendo desconhecidas pela populacdo em
geral e pouco enfatizadas pelos profissionais da area de saude para que, desta
forma, pudessem ser tracados trabalhos de educacdo em salude com a populacéo
sobre a ocorréncia das doencas, formas de transmissdo, potenciais transmissores e
métodos de prevencdo. Com os resultados obtidos, pode-se concluir que ha
necessidade de se despertar a consciéncia para o risco potencial representado
pelos animais de companhia em transmitir essas doengcas ao seu dono,
principalmente ao considerar o fato de que a maioria dos animais podem se
apresentar assintomaticos. Portanto, transmitir conhecimento a populacdo sobre a
importancia da posse responsavel dos animais domésticos diminuiria muitas
possibilidades de transmissdo das zoonoses ao homem, pois, o cuidado com o
aspecto sanitario e o modo de criagdo domiciliado diminuiria o risco de infeccédo por
essas doencas transmissiveis e, conseqglentemente evitar e ou prevenir a

transmisséo a outros animais e ao proprio homem.
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Anexo |
QUESTIONARIO NQ:

Dados do entrevistado

1. Nome:

2. Endereco: Bairro:
3. ldade: 4. Escolaridade: 5. Ocupacéo:
Telefones:

Dados do animal

6. Nome: 7. ldade:

8. Raca: 9.S8exo: ()M ()F

10. Vacinas: ( ) Raiva ( ) Triplice ( ) Octupla
11. Numero de doses: () Raiva () Triplice () Octupla
12. Convive com outros animais? ( ) Sim () Né&o

13. Quais e quantos?

14. Saemasruas? ( )Sim () Néo
15. Se saem ¢ freqliente? ( ) Sim ( ) Néo
16. Ja foi observado a presenca de rato no ambiente? () Sim () Néo
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17. Seu animal j& entrou em contato com outros animais? ( ) Sim ( ) Nao Ex: Boi, cavalo,

porco
18. Alimentacdo: ( ) Racdo ( )Comida ( ) Comida + Racdo
Para Fémea:

19. Jacruzou? ( )Sim ( ) Nao

20. Ja ficou prenhe? ( ) Sim () Néo

21. Ja teve casos de aborto? () Sim () Nao

Para macho:

22. Ja realizou a monta (cruzou)? ( ) Sim ( ) Nao

23. A fémea chegou a ficar prenhe? ( ) Sim () Nao

24. Se ficou, chegou a conceber os filhotes? ( ) Sim () Néo

Ambiente:

25. Coleta de lixo: () Sim () Ndo Se sim: Quantas vezes na semana:

26. Armazenamento do lixo:

() Sacolas () Vasilhames ( ) Calcada ( ) Distante do chdo
27. Esgoto a ceu aberto nas proximidades: () Sim () Néo

28. Existe algum corrego ou rio proximo? () Sim () Néo

29. Terreno baldio nas proximidades: () Sim () Né&o

30.Casa: ( )Murada ( )Semmuro () Com cerca



86

31. Ruaasfaltada? ( )Sim ( ) Nao

32. Quando chove as ruas ficam alagadas? (  )Sim () N&o

Eu,
portador do CPF , proprietario do animal

, raca , idade :
pelagem autorizo a coleta de sangue do meu animal para fins de

pesquisa. Estou ciente que o volume utilizado ndo implicard em nenhum dano a satde do meu
animal.
Cuiabd, / /

Assinatura
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RESUMO

A brucelose é uma importante zoonose que afeta tanto o homem como os animais
domeésticos em todo mundo. Neste trabalho foram estudados 458 caes do municipio
de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil quanto a prevaléncia de reacao anti-brucella bem
como os fatores de risco associados a soropositividade para B. canis e Brucella
abortus. O plano amostral utilizado foi feito através de amostragem estratificada,
pois a populacao total foi dividida em subpopulacbes (norte, sul, leste e oeste) de
modo a melhorar a acuracia da amostra. Para a Brucella abortus o teste sorologico
de triagem utiizado foi 0 AAT e o Teste confirmatério para as amostras positivas no
AAT foram a Soroaglutinacao Lenta em Tubos e 2 mercaptoetanol. Para a Brucella
canis, o IDGA. A prevaléncia de reacdo anti- Brucella canis foi de 21,27% e a

prevaléncia de reacdo anti- Brucella abortus foi de 6,14%. Os dados obtidos num
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inquérito epidemiolégico representado por um questionario respondido pelo
proprietario no momento da coleta demonstrou que os fatores de risco associados a
brucelose canina foram a idade entre um e cinco anos, cdes sem raca definida
(SRD).

Palavras Chave: brucelose, zoonose, cao

ABSTRACT

Brucellosis is an important zoonosis that affects both man and domestic animals
worldwide. In this study 458 dogs in the city of Cuiaba, Mato Grosso, Brazil on the
prevalence of anti-brucella reaction and the risk factors associated with seropositivity
for B. canis and Brucella abortus. The sampling plan used was done using stratified
sampling, because the population was divided into subpopulations (north, south, east
and west) to improve the accuracy of the sample. Brucella abortus for serological
testing for screening utiizado was the AAT and the confirmatory test for positive
samples in the AAT were the tube agglutination and 2 mercaptoethanol. To Brucella
canis, AGID. The prevalence of anti-Brucella canis reaction was 21.27% and the
prevalence of anti-Brucella abortus reaction was 6.14%. The data obtained in an
epidemiological survey represented by a questionnaire answered by the owner at
collection showed that the risk factors associated with canine brucellosis were aged

between one and five years, mongrel dogs (SRD).

Keywords: brucellosis, zoonosis, dog
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INTRODUCAO

O estudo da populacdo canina visa o conhecimento do potencial
desempenhado por estes animais como reservatorios de zoonoses, uma vez que 0

céo é fonte de infeccdo de inimeras doencas transmissiveis.*?

A brucelose canina caracteriza-se como doenca infectocontagiosa de
distribuicdo mundial, com registros de casos nas mais diferentes regiées do globo®™.
Seu agente etiolégico é principalmente a Brucella canis e em condi¢cdes
especiais pela Brucella abortus, Brucella melitensis e Brucella suis. A infeccédo é de
carater crénico em cées, canideos silvestres e no homem™?, entretanto, ja houve o
registro de felinos soropositivos'’'%®. Todas as idades e ambos os sexos parecem
ser igualmente suscetiveis®.
A brucelose canina causada pela Brucella canis é uma enfermidade infecto-
contagiosa, de carater zoonGtico, caracterizada, principalmente, por abortos e

esterilidade nas fémeas e orquite e epididimite nos machos™*.

Na literatura, h4 poucas referéncias que indicam a presenca de Brucella
abortus em cdes e a Brucella canis tem sido encontrada em inquéritos

sorolégicos™®.

A principal fonte de infec¢do por Brucella canis s&o os machos e as cadelas
doentes pelo contagio sexual ou pela via oral enquanto por Brucella abortus é a

ingestdo de restos placentarios de ruminantes brucélicos™.

A identificacdo dos cdes doentes é importante, pois esses animais
constituem fonte de infeccdo, uma vez que podem eliminar o agente no ambiente
pela urina, por ejaculados, por secrecdes vaginais, por fetos abortados ou pelas

fezes®.

O diagnostico etioldgico para brucelose canina é efetuado pela detecgcéao de
anticorpos seéricos contra brucella ou pelo isolamento do microorganismo nos

animais infectados. Devido a praticidade, os testes soroldgicos sdo 0s mais

comumente usados para diagnéstico da brucelose canina®.
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O carater zoonotico da brucelose canina por Brucella canis deve ser
considerada em face da complexa relacdo da populacdo canina com seres

humanos, principalmente pelo estreito contato estabelecido entre cdes e criancas®.

Até o momento h& o registro de mais de 35 casos de infeccdo por Brucella
canis em seres humanos em todo o mundo, tanto em infeccées naturais como

naquelas adquiridas em laboratério como doenca ocupacional®,

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Federal de Mato Grosso (CEPA/UFMT) (Anexo I) e teve como
objeto de estudo 458 caes do municipio de Cuiabd, capital do estado de Mato
Grosso, Brasil. O tamanho da amostra foi delimitado segundo o programa Epiinfo
utilizando a populagcédo total de animais do municipio uma prevaléncia esperada
0,5% (utilizada para doencas sem prevaléncia conhecida) e um nivel de confianca
de 95%. O plano amostral utilizado foi feito através de amostragem estratificada.
Delimitou-se entdo, o numero de amostras por regido: Na regido Sul coletou-se
amostras de 140 animais, na regido Norte 119, na regido Leste 108 e na Oeste 91.
Em cada regido um sorteio determinou os bairros onde foram realizadas as coletas
com uma representacdo de 10% dos bairros de cada regido. Foi realizado também
um inquérito epidemiolégico representado por um questionario respondido pelo
proprietario no momento da coleta que continha informacBes a respeito da
caracterizacdo do animal (raca, idade, sexo); da sanidade (vacinacdo, numero de
doses e tipo de vacina); do comportamento (domiciliados, com acesso a rua,
convivéncia com outros animais) e aspecto reprodutivo (castrado ou nao, se ja
realizou a cruza, entre outros). O estudo estatistico utilizado foi o estudo descritivo.
O diagnostico de Brucella canis foi realizado pelo teste de imunodifusdo em gel de
Agar (IDGA) padronizado com antigeno que consiste de proteinas e
lipopolissacariideos sollveis, extraidos da bactéria Brucella ovis, amostra Reo 198
produzido pela Tecpar. O teste seguiu recomendacgdes do fabricante e o diagndstico

de Brucella abortus foi realizado através da prova do antigeno acidificado
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tamponado (AAT) como teste de triagem e Soroaglutinacdo lenta em tubos e 2-

Mercaptoetanol como confirmatorio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que 21,27% (97) dos cades apresentaram reacao anti Brucella
canis. Quanto a Brucella abortus 25% (114) dos animais foram reagentes ao teste
de triagem Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e, desses, apenas 6,14% foram
reagentes ao teste confirmatorio Prova Lenta mais 2-ME. Estudos parecidos como o
de ALMEIDA et al2 (2004) encontrou 14,2% de ocorréncia para Brucella canis e
2,8% para Brucella abortus. MORAES et all5 (2002) observou 9,2% para Brucella
canis e nenhum para Brucella abortus. AZEVEDO et al4 (2003) encontrou 2,2% de
prevaléncia também para a Brucella canis no municipio de Santana da Parnaiba,
Séo Paulo. Em Salvador, Bahia, CAVALCANTI et al7 (2006) encontrou um valor de
5,88% de reacdo anti — Brucella canis. MEGID et all4 (1999) ao avaliar canis com
histérico de abortos encontrou uma prevaléncia que variou de 4,6% a 57,1% de
frequéncia em diferentes canis. No entanto, alguns estudos também encontraram
frequéncias préximas as encontradas no municipio de Cuiaba como por exemplo o
de MAIA et al 1999 que ao avaliar a presenca de Brucella canis encontrou uma
positividade de 25,7% em cdes no Municipio do Rio de Janeiro e Niterdi, nesse
mesmo estudo ndo houve reacdo para a Brucella abortus. Observou-se que os
resultados encontrados estdo dentro dos padrdes de inquéritos realizados nos mais
diversos locais, ainda que a prevaléncia possa variar de acordo com condi¢cdes

ambientais, manejo, dentre outros.

Estudando os resultados obtidos quanto a idade dos animais reagentes a
Brucella canis observou-se que 58.76% dos animais positivos tinham entre um e
cinco anos de idade. Para a Brucella abortus verificou-se que 100% dos casos
tinham mais de um ano de idade, sendo desses, 71,43% com idade entre um e cinco
anos. Resultados parecidos foram encontrados por GERMANO et al9 (1987),
MORAES et all5 (2002), ALMEIDA et al2 (2004), CAVALCANTI et al7 (2006) onde
concluiram que a maior proporcao de reagentes a brucelose canina encontra-se na

faixa etaria compreendida entre 18 e 54 meses (1 ano e meio e 4 anos e meio) de
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idade. Em seu estudo AZEVEDO et al4 (2003) também observou que os casos
positivos tinham mais de um ano de idade 77,8%, no entanto, sem significancia
estatistica. Essa frequéncia alta nessa faixa etaria pode ser explicada pela
maturidade sexual. Esse periodo é o de maior atividade, maior contato com outros

animais fazendo com que essa populagéo esteja mais exposta ao risco de infeccao.

Quanto ao sexo, estudos realizados por GERMANO et al9 (1987), AZEVEDO
et al4 (2003), MORAES et al15 (2002), ALMEIDA et al2 (2004), CAVALCANTI et al7
(2006), VASCONCELLOS et all8 (2008) mostram que ambos 0S sexos sao
igualmente expostos ao risco de infecgao por brucelose canina. No presente estudo
observou-se uma diferenca pequena entre ocorréncia de reacao anti- Brucella canis
entre machos e fémeas, sendo fémeas 55,67% e machos 44, 33%. No entanto ao
analisar o todo, verificou-se que, de todas as fémeas estudadas 26, 21% foram
reagentes e dos machos apenas 17,2% reagiram. Levando em consideracéo tal
resultado pode-se concluir que fémeas estdo mais expostas ao risco de infeccéo por
Brucella canis. Considerando a Brucella abortus encontrou uma prevaléncia de 57%
nos machos e 42% nas fémeas, mas ao avaliar o todo observou-se que, das fémeas
amostradas, apenas 1,45% foram reagentes a Brucella abortus enquanto que dos
machos 1,6% reagiram ndo apresentando, portanto, diferenca significativa entre

machos e fémeas sendo ambos 0s sexos igualmente passiveis de se infectar.

Ao avaliar a raca dos animais positivos verificou-se que aproximadamente
66% dos cades reagentes a Brucella canis eram sem raca definida (SRD) e para
Brucella abortus cerca de 57%. Animais SRD foram mais expostos a brucelose
canina e tal fato pode ser explicado pelo modo de criagédo, onde tais animais tém um
acesso facilitado as ruas podendo, portanto, entrar em contato com mais patdgenos.
Outros trabalhos mostraram resultados diferentes quanto a esse aspecto onde nao
foi observada associacdo expressiva entre racas quanto ao acometimento pela
brucelose como é relatado nos trabalhos de AZEVEDO et al4 (2003) e ALMEIDA et
al2 (2004).

Em relagdo ao manejo dos animais 45,36% dos positivos para Brucella canis
e 57,14% dos positivos para Brucella abortus tinham acesso as ruas e, em cerca de
50% esse acesso livre com frequéncia. Nado houve diferenca significativa com

relacdo ao manejo que vem de encontro ao que VASCONCELLOS et al18 (2008)
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concluiu em seu trabalho. No entanto, AZEVEDO et al4 (2003) observou que tal fator
constitui um evento epidemioldgico de risco para a ocorréncia da brucelose canina.
A diferenca pode ser devido ao fato de que foi realizado um inquérito epidemiolégico
com o preenchimento de formularios respondidos pelo proprietario e, que estes,
dependem da veracidade da resposta do proprietario ao respondé-lo.

Das fémeas positivas para Brucella canis, 44% relataram historico de
abortamento enquanto que para Brucella abortus nenhuma das fémeas positivas
relataram esse historico. VASCONCELLOS et al18 (2008) observou que 100% das
fémeas com historico de abortamentos foram soropositivas enquanto 2,6% das que
ndo tinham histérico foram reagentes. AZEVEDO et al4 2003 observou em seu
trabalho uma freqiiéncia de historico de abortamento em fémeas positivas de 7,4%
e, de 1,4% de frequéncia em fémeas positivas sem historico de abortamento no
entanto sem associagdo estatistica entre os casos de abortamento e a
soropositividade. ALMEIDA et al2 2004 observou em 5,5% das fémeas positivas

histérico de abortamento.

Ao analisar a origem dos animais positivos para Brucella abortus no teste
confirmatdrio pode-se verificar que 71,43% (5) provinham da regido Leste do
municipio e 28,57 (2) da regido Sul e nas demais regides, Norte e Oeste, nenhum
animal foi positivo. A regiao Sul foi a que apresentou maior propor¢cao de cdes que
entraram em contato com outra espécie animal, seguida da regido Norte, Oeste e
Leste aparece somente na ultima posicdo. Isso contraria 0s resultados pois a regido
Leste foi a que apresentou maior nimero de animais reagentes a Brucella abortus.
No entanto, ao avaliar cada animal separadamente observou-se que dois dos cinco
animais reagentes ja entraram em contato com outras espécies animal, indicando
uma probabilidade de ter sido esse contato a razdo de se apresentarem positivos a
Brucella abortus. Os outros trés animais ndo tém histérico nem de infertilidade (no
caso de machos), nem de aborto (fémeas) e também nao entraram em contato com
outras espécies animal. Dos trés apenas um foi citado com acesso livre as ruas o
gue pode indicar que com esse habito, o animal pode ter entrado em contato com a
bactéria. Na regido Sul onde dos dois animais positivos nhenhum entrou em contato
com outra espécie animal, ndo apresentam historico de aborto ou infertilidade sendo
gque um teve acesso as ruas e o outro ndo. Todos da regido leste como da sul

convivem com outros animais e isso deixa uma lacuna, pois pode ser que o animal
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estudado ndo tenha acesso as ruas e 0s outros que convivem no mesmo ambiente

tenham e assim corroboram com a transmissao da doenca.

Ao avaliar a regidao acometida pela Brucella canis observou-se mais de 50%,
proveniente da regido Sul seguida da Oeste, Leste e Norte (tab.1).
Proporcionalmente foi também a regido com mais casos de aborto (41,18%),
seguido da leste (17,39%), oeste (16,67%) e norte (16,13%). Com maior ou menor
grau de ocorréncia evidenciou-se que a brucelose canina esta presente em todas as

regides do municipio.

Tabela 1 — Tabela representativa do nimero e freqtiéncia de animais positivos para Brucella
canis segundo a regido de origem.

REGIAO NUMERO DE ANIMAIS FREQUENCIA (%)
POSITIVOS

SUL 51 52,58%

LESTE 16 16,49%

NORTE 06 06,18%

OESTE 24 24,75%

TOTAL 97 100,00%

CONSIDERACOES FINAIS

Pdde ser verificado que houve reacao anti-Brucella spp cuja prevaléncia para
B. canis foi de 21,23% e B. abortus de 6,14% na populacdo canina do municipio,
além de alguns fatores de risco para sua ocorréncia como por exemplo idade, com
faixa etaria mais acometida compreendida entre um e cinco anos de idade. O sexo
também foi visto com um fator sendo as fémeas mais acometidas quando se trata de

B. canis e machos quando B. abortus; a raca também foi um fator importante, sendo
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gue animais sem raca definida compuseram o maior percentual de positivos sendo
gue representaram 66% para B. canis e 57% para B. abortus. Por se tratar de uma
zoonose pouco estudada quanto a ocorréncia ou prevaléncia no municipio, uma
doenca grave e com risco potencial de transmissdo ao homem e, portanto, de

extrema importancia e com grande impacto para a saude publica.
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Certificamos que o Protocolo n? 23108.040913/08-2, sobre “Soro
prevaléncia de aglutininas anti-leptospira e reagdo anti-brucella em cdes
no municipio de Cuiabd, Mato Grosso, Brasil”, sob a responsabilidade de
Dr. DARCI LARA PERCIN NOCITI/GLAUCENYRA CECILIA PINHEIRO DA SILVA,
estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)-

UFMT em reunido ordinéria de 11 de margo de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol Ne 23108.040913/08-2, entitled
"Seroprevalence of anti-leptospira spp Aglutininas reaction and anti-
Brucella spp in dogs in the city of Cuiab3d, Mato Grosso, Brazil", is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by
the Brazilian College for Animal Experimentation {COBEA). This project
was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal

Research (Federal University of Mato Grosso — UFMT) on March 11, 2008.

Cuiaba-MT, 12 de margo de 2009.
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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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