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RESUMO

NUNES, INES MARIA BARBOSA QUEIROGA. Soroprevaléncia e fatores de risco
para leptospirose em caes do semiarido da Paraiba. Patos, UFCG. 2009 55p.
(Monografia - Curso de Medicina Veterindria, Medicina Veterindria preventiva e Satde
Animal).

Investigou-se a prevaléncia da leptospirose em cdes do semidrido da Paraiba e realizou-se
um estudo de fatores de risco para a infeccdo. Foram examinadas 152 amostras de soro
sanguineo de cdes, coletados entre os meses de julho e novembro de 2008. O diagndstico
da leptospirose foi realizado pela técnica de soroaglutinacdo (SAM) utilizando-se uma
colecdo de 22 sorovares. Para a caracterizacdo do sorovar mais provavel, levou-se em
conta a titulacdo e a freqiiéncia. A prevaléncia encontrada foi de 19,73% com maior
freqliéncia dos sorovares Autumnalis (13,15%), Grippotyphosa (1,97%), Castellonis
(1,32%), e Icterohaemorrhagie (1,32%). A andlise de regressdo logistica multivariada
mostrou que os fatores de risco para a leptospirose foram: raga nao definida e o contato
com caprinos e/ou ovinos.

Palavras-chave: cio, prevaléncia, leptospirose, fator de risco, sorologia.



ABSTRACT

NUNES, INES MARIA BARBOSA QUEIROGA. Seroprevalence and risk factors for
leptospirosis in dogs from semiarido of Paraiba. Patos, UFCG. 2009 55p. (Monograph —
Veterinary Medicine, Preventive Veterinary and Animal Health)

The prevalence of leptospirosis was investigated in dogs assisted at the Hospital Veterinary
from University Federal de Campina Grande Campus Patos city, State of Paraiba, Brazil,
and the risk factors for infection were analyzed. Of the 152 samples, 30 were positive,
collected from dogs in the period between July and November of 2008. The diagnostic
method run for leptospirosis was the microscopic agglutination test, using a batch of 22
leptospiral serovars. The most prevalent sorovar was found crossing the results of
frequency and titer of agglutinins. The prevalence was 19, 73% and most frequent reactant
serovars were Autumnalis (13,15%), Grippotyphosa (1,97%), Castellonis (1,32%), e
Icterohaemorrhagie (1,32%). The multivariate logistic regression analysis showed that the
risk factors for leptospirosis were: mixed breed and animals that had contact with sheeps
and goats.

Keywords: dog, prevalence, leptospirosis, risk factor, serology.
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1. INTRODUCAO

A urbanizac¢do e mudancas sociais da populacdo nas tltimas décadas favoreceram
o aumento da populacdo canina nos paises em desenvolvimento. Segundo ROJAS (1976),
as grandes migracdes do campo para a cidade, formag¢do de conglomerados marginais
urbanos e até mesmo por estes serem de grande valia como companhia, levam ao
incremento da populacdo canina. Havendo implicacdes na sadde publica, pois o animal
pode ser responsdvel pela transmissao de diversas zoonoses, inclusive a leptospirose.

A leptospirose € uma zoonose bacteriana de curso agudo e cronico, de origem
endémica e de cardter sist€émico, sendo uma antropozoonose direta que afeta diversas
espécies de animais domésticos, silvestres e os seres humanos, amplamente disseminada,
assumindo consideravel papel como problema econdmico e de satude publica (FAINE et
al., 1999). Os surtos se reproduzem por exposicdo a dgua contaminada com urina ou
tecidos provenientes de animais infectados (VASCONCELLOS, 1993), particularmente
nas ocasides em que ocorrem elevados indices de precipitacdes pluviométricas e nas
regides em que o solo apresenta reacdo neutra ou levemente alcalina, associando-se ainda a
variedade de espécies hospedeiras que facilitam a cadeia de eventos necessarios para a
transmissdo da doenca.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Satide a leptospirose estd classificada
como uma enfermidade de lista B, grupo ao qual pertencem as doencas transmissiveis de
grande importancia do ponto de visto sécio-econdmico e/ou sanitdrio, cuja repercussao no
comércio internacional de animais e produtos de origem animal é consideravel (DELBEM
et al. 2004).

E uma zoonose de ampla distribuicio geografica, geralmente de cardter
ocupacional, representando risco para a saide publica, especialmente para médicos
veterindrios, magarefes, agricultores, fazendeiros e tratadores de animais que estdo sujeitos
ao contato direto como agente e sdo considerados grupos com maior possibilidade de
contrair a infec¢do, principalmente se essas atividades sdo executadas na auséncia de
recursos tecnolégicos e de equipamentos de seguranca por mao-de-obra desqualificada e

mal remunerada (ALMEIDA et al., 1994; FARR, 1995; FAINE et al., 1999; TASSINARI
et al., 2004).
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No Brasil, durante o periodo de 1985 a 1997, foram notificados 35.403 casos da
doenca em humanos, variando de 1.594 casos em 1987 a 5.576 caos em 1997, com 3.821
obitos registrados (TASSINARI et al., 2004).

Dentre as modalidades de fonte de infec¢do dos animais acometidos, da maior
relevancia é o papel dos portadores (convalescentes e sadios), excretores de leptospiras a
quem se atribui a maior parcela de culpa pela persisténcia de focos da doenga. Devido a
longa duracdo desta condi¢do e ampla facilidade de deslocamento, por ndo manifestar
sinais de infeccdo, eles se tornam os reservatérios de manuten¢cdo do agente no ambiente
(VASCONCELLOQOS, 1993). Entre os animais domésticos, em nivel urbano, a principal
fonte de infec¢do da leptospirose humana sio os cées, pois estes animais vivem em contato
direto com os seres humanos e podem eliminar leptospiras vivas pela urina durante meses,
mesmo sem apresentar nenhum sinal clinico (FAINE, 1999).

Os inquéritos soroldgicos exercem um papel de relevancia indiscutivel no controle
da enfermidade, pois permite o conhecimento dos diferentes sorovares existentes em
determinada regido (FAINE et al., 1999). Além dos resultados soroldgicos é importante
avaliar os fatores de risco aos quais os cdes estdo expostos, que justificam sua importancia
como reservatério e fonte de infec¢ao para o homem.

Tendo em vista a ampliacdo de informacdes sobre a enfermidade, e a importancia
desta doenca como zoonose, o objetivo do presente trabalho foi a realizacdo de inquérito
soroldgico para investigar a sua prevaléncia fixando-se o periodo de colheita das amostras
de julho a novembro de 2008, e, atentando-se para a determinacdo dos sorovares mais

provaveis bem como identificar fatores de risco associados a infecc¢ao.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1.Agente etioldgico

N

O agente etioldgico da leptospirose pertence a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae, género Leptospira, e se trata de bactérias aerdbias, multiplicacdo e
crescimento lentos, com divisdo celular em torno de 7 a 12 horas, méveis, espiraladas,
muito finas (0,1 pm didmetro), de comprimento variando entre 6 a 20um, extremidades
em forma de gancho (figura 1).

Uma cultura em meio liquido leva de 5 a 7 dias para atingir crescimento para ser
utilizada como antigeno. S3o sensiveis a luz solar direta, dessecacdo, pH 4cido,
temperaturas inferiores a 7°C ou superiores a 37°C, aos desinfetantes comuns e aos
antisépticos, mas sobrevivem bem a condi¢des quentes e umidas, em pH préximo da
neutralidade entre 7,2 e 7,4 , em meio a polui¢cdo, em terrenos imidos, pantanos, corregos,
lagos e estdbulos com excesso de detritos e umidade. O género Leptospira pode ser
liofilizado e é muito sensivel aos produtos dcidos (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

As espécies (genospécies) de leptospiras sao classificadas por homologia do DNA,
e, dentro de cada espécie, varias sorovariedades sdo reconhecidas com base nas reacdes
sorolégicas (Faine et al., 1999). Sorovariedades com antigenos em comum pertencem ao
mesmo Sorogrupo.

Segundo a classificagdo taxondmica cldssica, com base em sorogrupos e sorovares e
na patogenicidade, as leptospiras podem ser divididas em dois grandes grupos:
patogénicas e saprofitas, onde oito genomoespécies sdo patogénicas: L. borgptersenii, L.
interrogans sensu stricto, L. noguchii, L. santarosai , L. weilii, L. kirschhneri, L. inada e
L.fainii, distribuidas em 26 sorogrupos e 250 sorovares; e cinco genomoespécies
saprofitas: L. biflexa, L. meyeri, L. wolbachii, Turneria parva e Leptonema illini com raros

registros de infec¢des no homem e nos animais.
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Figura 1. Microscopia eletronica
demonstrando a estrutura de uma leptospira.
Fonte: BATISTA, 2004

2.2.Aspectos epidemiolégicos

A leptospirose estd mundialmente distribuida e intimamente relacionada ao
aumento da populacdo de roedores, j4 que esses animais sdo portadores e excretam
leptospiras em sua urina, principalmente os da raca Mus musculus, Rattus rattus e Rattus
norvergicus que eliminam leptospiras por tempo mais prolongado; e a fatores de risco
como densidade populacional do reservatério e ecossistema onde vive o animal, qual a
aptiddo da raca(guarda, cacga, recreacdo), mas condi¢des sanitdrias do ambiente onde vive
e elevadas precipitagdes pluviométricas. A dgua tem papel primordial na transmissdo, a
principal fonte de transmissdo corre pelo contato com dgua contaminada de rios, lagos,
lagoas e canais, ou oriunda de chuvas fortes e inundagdes (CORTES, 1993).

Segundo ALVES (1995), houve demonstracdo da existéncia de associacdo entre a
propor¢do de animais soro-reatores para a leptospirose e os indices pluviométricos
acumulados. Porém TORTEN (1979), afirma que, embora exista uma tendéncia de se
relacionar as altas precipitacdes com a ocorréncia da doenca, esta condicdo ndo ¢é
necessdria para a manutengao do agente e sua transmissao.

A persisténcia do agente no meio ambiente e o elevado potencial de infecg¢do sdo
assegurados por diversos fatores, tais como: a diversidade de sorovares, a multiplicidade

de espécies hospedeiras que podem albergé-los e o relativo grau de sobrevivéncia no
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ambiente sem parasitismo, desde que haja elevado grau de umidade, protecao contra raios
solares, temperaturas elevadas (em torno de 20°C) e valores de potencial hidrogenionico
(pH) neutro ou levemente alcalino, em torno de 7,2 a 7.,4. Entretanto, as leptospiras
patogénicas ndo se multiplicam fora do organismo dos hospedeiros (VASCONCELLOS,
1993).

As observacdes epidemioldgicas tém indicado que esses agentes se mantém
circulando na populacdo de hospedeiros primarios, usualmente roedores selvagens, a partir
dos quais alcangam outras populacdes de animais sinatrépicos e/ou domésticos. Estes sdao
os hospedeiros secunddrios e acidentais. Neste sentido, a concentragdo de animais
domésticos pode ter como conseqii€éncia a criagdo de amplas cadeias infecciosas, que
contribuem para a dissemina¢do do agente no meio ambiente e atuam como fator de risco
para o homem (CORTES, 1993).

Cada sorotipo de leptospira é adaptado a um determinado animal (hospedeiro de
manutencao), podendo este servir como fonte de infec¢do para animais de outras espécies
(RADOSTITS et al., 2002).

A leptospirose acomete, praticamente, todos os animais domésticos, silvestres e o
homem, provocando ou ndao a manifestacdo de sinais. Animais de muitas espécies
domésticas, bem como a maioria das espécies silvestres, podem tornar-se portadores e
contribuirem para a disseminacdo do microorganismo na natureza. A eliminagdo da
leptospira pela urina dos portadores ocorre por periodos de tempo que podem variar de
poucas semanas a varios meses, entre os animais domésticos, e por toda a vida no caso dos
roedores (GIRIO et al., 2004).

Os animais vertebrados agem como reservatorios das leptospiras, porém os
principais sdo: o rato de esgoto (Rattus norvegicus) e o de telhado (Rattus rattus). Dentre
outros considerados secunddrios, o cdo ocupa posicao de destaque, porque além de sofrer
a doenca, € tido como o mais importante hospedeiro de leptospiras, apds os roedores, pelo
contato que mantém com o homem, principalmente nas grandes cidades (YASUDA,
1979).

O modelo de evolugdo da infec¢c@o onde a leptospirtria se estabelece apds uma fase
aguda com sintomatologia evidente caracteriza a modalidade e fonte de infec¢do referida
como “‘portador convalescente”. No entanto, em surtos de leptospirose em animais de

interesse econdmico, ¢ comum a existéncia de individuos que apresentam uma fase aguda
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assintomdtica e um periodo de leptospiriria sem demonstrar a presenga de anticorpos.
Essa tltima situacdo representa a modalidade de fonte de infec¢do definida como
“portador sdo”, que pela dificuldade em sua identificacdo, apresenta ainda maior
importancia em termos de saude animal e ptblica (VASCONCELLOS, 1987).

No Brasil, os inquéritos soroldgicos ja realizados sobre a leptospirose em caes
encontraram resultados varidveis, entre 3 a 30%, e os sorovares mais freqiientes t€m sido
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, Pyrogenes, Hardjo, Castellonis e Ballum
(FURTADO et al., 1997; JOUGLARD e BROD, 2000; MASCOLLI et al., 2002; SILVA et
al., 2004, MAGALHARES et al. 2006).

Modolo et al., (2000) na cidade de Botucatu, coletaram 775 amostras obtidas
durante a campanha anual de vacinagdo anti-rdbica, destas, 119(15,4%) foram reagentes,
sendo os sorovares mais prevalentes: Canicola (64,7%), Pyrogenes (50,4%),
Icterohaemorrhagiae (14,3%), Copenhageni (14,3%), Pomona (4,2%), Grippothyphosa
(1,6%). Encontrou-se diferenca significativa em relagdo a raca — positividade em 17,7%
dos animais sem raga definida e em 9,0% dos demais — e sexo — positividade em 18,4% de
machos e 11,0% de fémeas.

Alves et al. (2000) encontraram 20% de reatores em 114 cies da cidade de Patos,
PB, com destaque para os sorovares Autumnalis, Butembo, Grippotyphosa e Australis.

Da Silva et al. (2002), examinando 2.170 amostras de soro canino, procedentes
de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul, obtiveram 29,8% de reagentes,
considerando-se titulos >100. Os sorovares mais prevalentes foram: Canicola (35,6%),
Pyrogenes (34,7%), Icterohaemorrhagiae (28,9%), Copenhageni (28,3%), Autumnalis
(21,5%), Australis (9,9%), Bratislava (8,7%), Gryppotyphosa (5,1%), Djasiman (4,8%),
Hardjo (4,6%), Pomona (4,6%) e Cynopteri (1,7%).

Mascolli et al. (2002) realizaram inquérito soroldgico para leptospirose com 410
amostras de soro canino provenientes de Santana do Parnaiba — SP, o experimento foi
conduzido durante a campanha de vacinacdo anti-rabica animal de 1999, com a colheita de
410 amostras de soro canino e o preenchimento de um questiondrio pelos proprietarios dos
animais, para tracar um perfil epidemioldgico da populacdo e proceder a andlise estatistica
dos fatores de risco, onde 15% das amostras foram positivas, com maior freqiiéncia dos
sorovares Copenhageni (24%), Canicola (16%) e Hardjo (16%).

Lopes et al. (2005) em Botucatu, SP, colheram 1.000 amostras de sangue de caes.
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Fez-se soroaglutinacdo microscopica (SAM), com 24 sorovares de Leptospira spp,
obtendo-se 17,9% reagentes. Os cides reagentes que tiveram contato com roedores
(23,68%) mostraram-se significativos em relagdo aos reagentes que ndo tiveram contato
(15,37%). Na correlacdo entre animais de residéncias ligadas (18,10%) ou ndo ligadas
(13,63%) a rede publica de esgoto e a soropositividade, ndo se observou significancia
estatistica. Ocorreram reagdes para 20 sorovares, com maior importancia para: castellonis
(28,68%), autumnalis (19,12%), pyrogenes (17,65%), icterohaemorrhagiae (11,03%) e
canicola (9,56%).

Magalhaes et al.(2006), processaram 3417 amostras de soros de cdes recolhidos
pelo Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, para cada animal foi preenchida
uma ficha com o endereco, e as varidveis: sexo, idade, raca e tipo de apreensdo, sendo 828
de cdes de busca domiciliar e 2589 de cées de captura. Em 448 (13,1%) foram observadas
reacOoes positivas. As maiores freqiiéncias de reacdes positivas foram para as
sorovariedades Canicola (7,0%), Ballum (6,1%), Pyrogenes (3,2%) e Icterohaemorrhagiae
(2,9%), as demais apresentaram freqii€ncia inferior a 1,0%.

Em Campina Grande — PB em 285 amostras de soro, a prevaléncia encontrada foi
de 21,4%, com maior freqiiéncia dos sorovares Autumnalis (7,4%), Copenhageni (6%)
Canicola (2,1%) (BATISTA et al., 2005).

Brod et al. (2005), isolaram um sorovar patogénico da urina de um cdo com
leptospirose, utilizando-o para testar amostras de soro de casos de leptospirose humana e
canina. Os resultados do teste de SAM indicaram que 100% das amostras de soro humano
de 12 pacientes, que haviam reagido com titulos que variaram de 25 a 3.200 para o
sorovar canicola, e 72% das amostras de 105 soros caninos, também reagiram.

Aguiar et al., (2007) testaram o soro de 329 cdes do municipio de Monte Negro,
RO, dos quais 156 eram da area urbana e 173 da &rea rural. Foi aplicado um questionério
para detectar a existéncia de possiveis fatores de risco, abordando questdes como: idade,
sexo, dieta, tipo de criacdo, ambiente, contato com outras espécies e habito de caca. 90
(27,3%) amostras foram reagentes sendo 23,7% da édrea (37/156) urbana e 30,6% (53/173),
da érea rural. Os sorovares predominantes foram: Autumnalis (22%), Pyrogenes (12%),

Canicola (10%) e Shermani (7,5%). Caes acima de 12 meses apresentaram maior
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ocorréncia de anticorpos quando comparados aos cdes mais jovens e dentre os fatores de
risco analisados, foram significativos a alimentagdo e o sexo.

Ghneim et al. (2007) avaliaram 43 casos de animais com diagnéstico de
leptospirose, no Norte da Califérnia, onde 17(35,9%) mostraram-se sorologicamente
positivos. Utilizou como fatores de risco a raga, o sexo, a idade, ter uma segunda
residéncia, a drea territorial por onde o animal transita, ter nadado em riachos ou bebido
agua, de fonte natural, duas semanas antes do inicio da doencga e ter contato com animais
silvestres.

A leptospirose tem distribuicao universal. No Brasil, ¢ uma doenga endémica, e,
epidémica em periodos chuvosos, devido as enchentes associadas a aglomeragao
populacional de baixa renda em condi¢des inadequadas de saneamento e a alta infestagdo
de roedores infectados. No periodo de 1999 a 2003, foram confirmados 14.334 casos de
leptospirose, com numeros variando entre 2.415 (2003) e 3.532 casos (2001). Nesse
mesmo periodo foram informados 1.683 6bitos, numa média de 336 dbitos/ano. A taxa de

letalidade foi de 12%, e 77% foram hospitalizados.

2.3 Patogenia

As leptospiras penetram através de mucosas intactas (ocular, digestiva,
respiratoria, e genital) ou de lesdes, dai ganham a corrente sanguinea iniciando a fase de
multiplicacdo no sangue, e em praticamente todos os 6rgaos como figado, baco, rins e até
mesmo, no sistema nervoso centra e tecidos. E uma doenca bifdsica com uma fase aguda
ou leptospirémica que pode persistir por até uma semana, ocorrendo febre, depressao,
mialgia e inflamacao dos tibulos renais, e em seguida uma fase imune, com producgado de
anticorpos que antagonizam o agente invasor e fazendo com que o mesmo encontre refigio
em dreas como o globo ocular (causando uveite nos eqiiinos) e a luz dos tibulos renais
(fase de leptospirdria), onde a imunidade humoral inexiste ou € baixa. Nas fémeas em
gestacdo, o abortamento e suas complicacdes tornam a doenca importante na esfera
reprodutiva, e algumas leptospiras existe uma enzima que causa hemdlise intravascular,

anemia, ictericia e hemoglobindria. Em casos de septicemia ocorrem hemorragias em

conseqiiéncia de lesdo endotelial. A transmissdao da leptospirose pode ocorrer de forma

direta ou indireta. A forma direta ocorre, geralmente, pelo contato com sangue e/ou urina
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de animais doentes, por transmissao venérea, placentdria ou pela pele (ACHA E
SZYFRES, 2001). A transmissdo indireta pode ocorrer pela exposi¢ao prolongada dos
animais susceptiveis a dgua, ao solo ou pela ingestdo de alimentos contaminados. O risco
da transmissdo indireta aumenta consideravelmente para o homem quando as condi¢des
ambientais sdo favordveis a manutengdo das leptospiras, em especial apds enchentes, ou
em cole¢des de dgua com pouca movimentacdo, em temperaturas variando entre 0°C e
25°C (GREENE, 1998), principalmente em populacdes de baixo poder aquisitivo

A maioria das complicagdes da doenca estd relacionada a localizacdo da bactéria, e
do sorovar envolvido. Na maioria dos casos desenvolve-se de forma branda, dificultando o
diagnéstico. As infec¢des superagudas causam leptospiremia macig¢a, choque e 6bito. As
menos graves causam febre, anorexia, vomito, desidrata¢do, polidipsia e relutancia ao
movimento. Na maioria dos casos, as infec¢des em caes sdo cronicas e subclinicas, mas os
animais podem apresentar insuficiéncia renal aguda.

Pode haver complicacdes que levam a hepatite, processos hemoliticos e
hemorragicos. Observa-se ainda necrose de hepatdcitos, colestase intrahepdtica e
diminuicdo da excrecdo de bilirrubina com conseqiiente ictericia (GENOVEZ, 1996).
Também podem instalar-se sem causar nenhuma lesdo nos 6rgaos citados, levando ao
estado de portador inaparente ou sadio (GUIMARAES et al.,1982; VASCONCELLOS,
1987).

A bactéria provoca lesdo do endotélio de pequenos e grandes vasos, causando
hemorragias e andxia tissular. Nos demais 6rgdos determinam hemorragias, principalmente
nos pulmoes. A morte advém das hemorragias, coagulacdo vascular disseminada e faléncia
de multiplos 6rgaos (GENOVEZ, 1996).

Alguns sorovares da leptospira tém capacidade de produzir hemolisina no periodo
inicial de septicemia, provocando hemdlise intravascular intensa, levando a
hemoglobintria. Em casos graves pode ocorrer andxia anémica e nefrose hemoglobintrica
(RADOSTITS et al., 2002).

O abortamento € uma seqiiela comum apds a invasao inicial sistémica, com ou sem

degeneracao placentdria. A encefalite € mais comum em caprinos e ovinos, enquanto a
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mastite pode ocorrer na leptospirose bovina. O periodo de incubag¢do na leptospirose,

usualmente, vai de quatro a dez dias (RADOSTITS et al., 2002).

2.4 Sinais clinicos

Nos cdes, os sinais clinicos mais comuns na infeccdo aguda sdo: letargia,
depressdo, anorexia, vomito, febre, politria, polidipsia, dor abdominal e/ou lombar,
diarréia, mialgia, halitose, ulceras bucais, ictericia, petéquias e sufusdes em mucosas e
conjuntivas (CORREA, 1992; GREENE, 1998; NELSON, 2001).

A infeccdo pelo sorovar Icterohaemorrhagiae pode levar a morte hiper-aguda entre
24 a 48 h. Animais que sobrevivem a esse periodo podem desenvolver a sindrome ictero-
hemorragica, com sinais de hipertermia, prostacdo, ictericia, hemorragias difusas -
especialmente em pulmdes e sistema digestério, podendo evoluir para insuficiéncia renal
aguda e 6bito. A infecgdo pelo sorovar Canicola resulta em severo comprometimento renal
com sinais de uremia e gastroentéricos (emese, diarréia, estomatite e glossite necrética),
evoluindo geralmente para insuficiéncia renal cronica (GfRIO, 1993; NAVARRO, 1982).

Os caes infectados pelos sorovares Pomona e Gryppotyphosa apresentam,
geralmente, anorexia, depressdo, vOmito, apatia, politria, polidpsia e dor lombar. O
sorovar Bataviae pode causar ainda meningite, uveite, abortamentos e infertilidade
(HARKIN 1996; KALIN 1999; WOHL 1996).

Os animais que desenvolvem insuficiéncia renal aguda mesmo apds o tratamento,
podem evoluir tanto para o retorno da func¢do renal normal, em 2 a 3 semanas, como
desenvolver insuficiéncia renal cronica. A ictericia ocorre mais freqiientemente na fase
aguda da doenca, relacionada as infeccdes pelo sorovar Icterohaemorrhagiae. Nessa fase
podem ser observadas também fezes de coloracdo acizentada, em virtude da colestase
hepadtica.

As manifestacdes pulmonares - como pneumonia intersticial - sio mais comuns no
homem do que nos cdes, e a inflamacdo intestinal, em alguns animais, pode resultar em
intussuscep¢do (GREENE 1998; HARKIN 1996; KALIN 1999; WOHL 1996).

Em estudo realizado no Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de

Londrina com 120 cédes soropositivos para leptospirose, as principais manifestagdes
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clinicas observadas foram: vOmito, apatia e diarréia, seguida de sinais menos freqiientes
como ictericia, estomatite, necrose da ponta da lingua e mialgia.

A alta ocorréncia de sinais inespecificos, assim como a reduzida freqiiéncia de
sinais considerados tipicos da leptospirose em cées - necrose da ponta da lingua, estomatite
e ictericia ressaltam a importancia de incluir a leptospirose no diagnodstico diferencial de
animais com sintomatologia gastro-entérica inespecifica (vomito, diarréia e anorexia), com

ou sem historico vacinal.

2.5 Lesoes

As lesdes macroscopicas nos animais € no homem caracterizam-se pela presenca
de hemorragias petequiais €, menos comumente, equimoticas, espalhadas pelo corpo.

Quando presente a ictericia, a necropsia revela uma intensa coloragdo amarelo
ouro, que atinge todo o organismo. Contrasta, perfeitamente, a cor amarela das inimeras
petéquias espalhadas pelo corpo (ENRIETTI, 2001).

O figado € o 6rgao que sofre as maiores modificacdes de ordem histopatoldgica.
Nele, os microorganismos sao encontrados em quantidade grande. Os hepatdcitos
apresentam-se necroticos ou vacuolizados. Pode ser encontrado em tamanho normal,
porém, por vezes, estd aumentado, € o seu paréquima estd corado de amarelo pela
bilirrubina. Muitas vezes, a vesicula biliar é encontrada bastante distendida, acumulando a
bile de cor clara ou mesmo sanguinolenta (RIET-CORREA et al. 2001; ENRIETTIL,2001).

O aparelho digestivo também apresenta numerosos pontos de hemorragia no

interior da cavidade gastro-entérica. Encontra-se por esse motivo, liquido sanguinolento
no estdmago e nos intestinos, € a mucosa desses Orgdos se apresenta de aspecto
hemorréagico puntiforme ou mesmo, com grandes sufusdes em toda a sua extensdo. Os
foliculos linféides do intestino apresentam mobilizagdo evidente com aumento das placas
de Peyer, conseqiiente a reacao histio-linfocitaria que se processa. Microscopicamente, as
lesdes macroscOpicas obedecem as mesmas causas que as lesdes macroscopicas
(ENRIETTT, 2001).

Nos pulmdes, as hemorragias sdo focais e, sempre em torno dos vasos que
atravessam o paréquima. O 6rgdo apresenta dreas atelectdsicas e sofre hepatizacio, pois é

grande a quantidade de elementos do sangue que sdao encontrados nos alvéolos. As paredes
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ddo origem a mobilizacdo dos elementos, que pouco a pouco, invadem o parénquima
pulmonar e se transformam em grandes macréfagos que contém hemécias e pigmentos
fagocitados (ENRIETTI, 2001; RIET-CORREA et al., 2001).

O miocdardio aparentemente normal apresenta focos petequiais e hiperemia dos
capilares. As petéquias estdo situadas no tecido intersticial do miocéardio, principalmente,
do lado endocardico. Torna-se claro o estado de edema em que se encontram as fibras
musculares onde estdo presentes elementos provenientes do sangue (ENRIETTI, 2001).

Nos rins hd degeneracdo hialina e tumefagdo das células epiteliais dos tibulos, que
apresentam vacuolos de diversos tamanhos ou citoplasma de aspecto granular. Cilindros
hialinos, e granulares em menor nimero sdo observados em muitos tibulos. Ao lado do
processo degenerativo, observa-se lesdes hemorrdgicas que se localizam nos proprios
tibulos, como também, nas proprias al¢as glomerulares. No timo observam-se numerosas
areas focais hemorragicas (RIET-CORREA, 2001).

Em sintese, podemos afirmar que as principais modificagdes patoldgicas da
Leptospirose dependem, em tltima andlise, do grau de ictericia, do indice de azotemia e
das modificagdes acarretadas pelo proprio microorganismo que se localiza nos 6rgaos
apés a fase septicémica. Por esse motivo, as lesdes estdo representadas por hemorragias
em quase todos os orgdos, de preferéncia nas serosas, tubo gastrointestinal, pulmdes,
adrenais, rins e, especialmente, musculos voluntdrios (ENRIETTI, 2001; RIET-CORREA
et al., 2001).

2.6 Diagnostico

2.6.1 Diagnéstico clinico

O diagnéstico da leptospirose canina deve ser embasado nas informagdes clinico -
epidemioldgicas, apoiado nos exames laboratoriais subsididrios (BRASIL, 1995). A
presenca de cies com anorexia, diarréia, vomito, sensibilidade em regido abdominal e/ou
lombar, com ou sem mucosas e conjuntivas ictéricas, devem levar a suspeita clinica da
doenca.

A leucopenia pode ser um achado na fase inicial de infec¢do (leptospiremia)

evoluindo geralmente para leucocitose com desvio a esquerda, com a progressdo da
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doenca. A trombocitopenia faz-se presente geralmente em cdes severamente afetados
(GREENE, 1998; HARKIN, 1996).

Exames de funcdo renal revelam freqiientemente aumento dos niveis séricos de
uréia e creatinina e variam segundo o grau de comprometimento renal. As alteragdes das
enzimas hepaticas alamino aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA), assim como
os niveis séricos de bilirrubina, variam com a severidade da lesdao hepdtica. As dosagens
de uréia, creatinina, ALT, bilirrubina e FA constituem-se nos principais exames de
monitoramento da evolucdo do quadro clinico e, conseqiientemente, do progndstico de
animais com leptospirose. Na urindlise de cdes com leptospirose observa-se geralmente
densidade baixa, glicosuria, proteinuria, bilirrubintiria (que normalmente precede a
hiperbilirrubinemia), acompanhadas de elevacdo de cilindros granulosos, leucdcitos e

eritrécitos no sedimento urinario (GREENE, 1998; HARKIN, 1996; WOHL, 1996).

2.6.2 Isolamento do agente

Alternativamente, pode-se realizar o cultivo microbiolégico da urina, do sangue e
do liquido céfalo-raquidiano, apesar da dificuldade de isolamento do agente nesses
humores organicos. Para o isolamento do agente sao recomendados os meios seletivos de
EMIJH (Ellinghausen, McCullough, Johansen, Harris) ou de Fletcher, enriquecidos com
antimicrobianos e soro-albumina bovina (BRASIL, 1995).

Alguns cuidados fundamentais devem observados para que haja sucesso no
isolamento de Leptospira spp. Dentre eles podemos destacar: coleta e utilizacdo de
materiais assépticos, rapidez entre a coleta e o processamento da amostra, meios de cultura
especificos e convenientes para o isolamento da bactéria, uso de antibidticos seletivos. Os
microorganismos contaminantes tornam o isolamento dificil, pois se multiplicam depressa

e, por conseguinte, impedem o crescimento de leptospiras (FREITAS et al., 2004).
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2.6.3 Reacao em Cadeia pela Polimerase

Nos ultimos anos, diferentes técnicas inovadoras tém sido empregadas no
diagndstico da leptospirose no homem e em animais, incluindo a hibridizacdo de DNA,
restricdo de endonucleases e a reacdo em cadeia pela polimerase - PCR. Essas técnicas
apresentam, em comum, elevada sensibilidade e especificidade, e despontam como
métodos promissores no diagndstico da doenga, apesar do alto custo.

A deteccao do DNA de Leptospira spp. pela PCR tem sido de grande utilidade e
requer a selecdo de primers especificos que permitam a amplificagao de todas as espécies
classificadas como patogénicas ou potencialmente patogénicas, incluindo L. inadai e L.
fainei.

Especificamente a PCR tem vantagens como: rapidez na obtencdo dos resultados e
sensibilidade e especificidade elevadas. Entretanto, a necessidade de equipamentos
especiais, o alto custo dos reagentes e a inexisténcia de procedimentos automatizados e

padronizados sdo limitagdes para o seu uso (BATISTA, 2004).

2.6.4 Diagnéstico sorologico

A reagdo de soroaglutinacdo microscopica (SAM) é o teste recomendado pela
Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) para o diagndstico da Leptospirose. Os anticorpos
formados no animal sdo dirigidos contra o sorovar especifico, entretanto, existem reagoes
cruzadas entre diferentes sorovares e, assim, o animal pode ser reagente a varios sorovares
simultaneamente, dificultando a identificacdo do sorovar mais prevalente, responsavel pela
doenca. O estabelecimento do diagndstico pode ser feito por sorologia pareada, com uma
amostra de soro obtida na fase aguda e outra na fase de convalescenca. A soroconversao ou
uma diferenca de quatro diluicdes entre a primeira a segunda amostra indica infeccao
aguda. Por exemplo, titulo 1:100 na fase aguda e 1:800 na fase de convalescenga, para o
mesmo sorovar. Na pratica, por ser dificil a obtencdo de amostras pareadas de soro, a
sintomatologia e o titulo de 800 para o sorovar suspeito sdo altamente sugestivos de
leptospirose (HAGIWARA, 2003).

Na bateria de antigenos empregados no teste é incluido pelo menos um

representante de cada um dos sorogrupos existentes. Quando nem todos 0s sorogrupos
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estdo presentes, a infec¢do por sorovares do grupo ndo representado na bateria de antigenos
passa despercebida. Nos Estados Unidos da América e no Canadd, a maior parte dos
laboratérios das Universidades inclui apenas os sorovares Bratislava, Canicola,
Icterohaemorrhagie, Pomona, Hardjo e Grippotyphosa na bateria de antigenos da reagdo de

soroaglutina¢do microscopica (HAGIWARA, 2003).

Figura 02: Visualizagdo microscépica de soro aglutinagdo de Leptospira spp

Fonte: laboratério de Zoonoses/UNESP, 2008

2.6.5 Exame direto em microscopia de campo escuro

Durante a primeira semana de infeccao até os dez dias (fase aguda), especialmente
entre trés e sete dias, as leptospiras podem ser vistas por exame direto em microscopia de
campo escuro, utilizando-se sangue, exsudato peritoneal ou pleural ou a urina. A vantagem
da observagdo direta € a rapidez na obtengdo de resultados, entretanto, as desvantagens
incluem as dificuldades técnicas para a obteng¢do de espécimes vidveis, o curto periodo
(trés a sete dias pos infec¢do) em que provavelmente encontra-se um resultado positivo, e a
interpretacdo subjetiva dos resultados, visto que colecdes de fibrina e proteina em
preparagdes a fresco podem confundir com leptospiras (FAINE et al., 1999).

Na fase clinica inicial é possivel a pesquisa do agente por microscopia de campo
escuro, a partir do exame de gota de sangue, até o quarto dia de infec¢do, ou de urina, entre
a primeira e a segunda semana. Esse procedimento apresenta limitacdes em virtude da
intermiténcia de eliminacdo das leptospiras na urina (WOHL, 1996), e da pequena

sobrevivéncia do agente no ambiente externo.
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2.6.6 Inoculacao em animais de laboratorio

Leptospiras virulentas causam infec¢cdo em animais de laboratério, que podem ser
usados para o isolamento primério a partir de materiais clinicos. O hamster (Mesocricetus
auratus) é a espécie mais sensivel a acdo das leptospiras, morrendo em aproximadamente
quatro dias apds a inoculacao (ENRIETTI, 2001), sendo, dessa forma, a espécie de elei¢ao
para o isolamento de leptospiras (ALVES et al., 1992; OLIVA et al., 1994). A inoculacdo
por via intraperitoneal ¢ a forma mais eficiente para o estabelecimento e evolugdo de
infec¢des experimentais pelos variados sorovares de leptospiras nestes animais (SAAP et
al., 1980; ANDREANI, 1968; BADIOLA et al, 1983; COX & TWIGG, 1981;
KRONHAUS et al., 1989; VENUGOPAL & RATNAM, 1990; MACEDO et al., 2004).

2.7 Tratamento

A efetividade da terapia da leptospirose em cdes depende do diagndstico precoce
da doenca. A instituicdo da terapia na fase inicial da doenca apresenta resultados
satisfatorios. O tratamento € baseado na reposi¢cdo do equilibrio hidro-eletrolitico e
energético, € no uso de antimicrobianos. Nos casos severos de anemia faz-se necessaria a
realizacdo de transfusdo sangiiinea (CORREA & CORREA, 1992).

As penicilinas e seus derivados - em especial a ampicilina e a amoxicilina - sdo os
antimicrobianos mais indicados na fase de leptospiremia. Essas drogas sdo indicadas
geralmente na fase inicial da doenga, por duas semanas, porém sao ineficientes no controle
da fase de leptospiruria. Apds a terapia na fase de leptospiremia, recomenda-se o uso de
antimicrobianos com o intuito de eliminar o estado de animais portadores renais
(GREENE, 1998; WOHL, 1996).

Drogas alternativas dos grupos das cefalosporinas, sulfonamidas, fluorquinolonas,
macrolideos, aminoglicosideos e o cloranfenicol também t€m sido utilizadas na terapia da
leptospirose canina (GREENE, 1998; HARKIN, 1996).

Embora Leptospira spp seja sensivel a uma grande variedade de antimicrobianos e
a terapia surta efeito quando instituida precocemente, a reducao do risco da doenga para o

homem e para os animais deve ser fundamentada na adoc@o de procedimentos de controle.



27

A diidroestreptomicina € a droga de elei¢ao para elimina¢do do agente dos rins e
supressao do estado de portador (GREENE & SHOTTS, 1990). Doxiciclina, na dose de 2,5
a 5 mg/kg, uma vez ao dia, durante duas semanas, também € indicada para a eliminacdo

das leptospiras dos rins (WOHL, 1996).

2.8 Controle e Profilaxia

O controle da leptospirose canina baseia-se na ado¢cdo de medidas profildticas em
todos os niveis da cadeia epidemioldgica da doenca (fontes de infec¢do, vias de
transmissdo e susceptiveis). As agdes profildticas relativas as fontes de infeccdo da
leptospirose canina sdo direcionadas para o saneamento do meio ambiente, visando,
principalmente, o controle de roedores. Esses procedimentos incluem o destino adequado
do lixo, o uso racional de rodenticidas, a armazenagem adequada de alimentos, além de
evitar o acimulo de entulho em residéncias e terrenos (BRASIL, 1995).

As vias de transmissdo da leptospirose canina sdo caracterizadas pelo consumo de
alimentos e de 4gua contaminada, e/ou o contato por tempo prolongado com &dgua
contaminada com a urina de roedores e de outros animais domésticos. A remocdo dos
restos de dgua e alimentos dos comedouros dos animais e a eliminacdo do excesso de dgua
do ambiente - com a canalizacdo de cursos de dgua e a drenagem de esgotos - sdo
procedimentos determinantes para o controle das vias de transmissdo da leptospirose. Os
animais suscetiveis constituem-se no ultimo elo da cadeia epidemioldgica de transmissao
da leptospirose canina. Esse elemento da cadeia de transmissdo também € passivel da
aplicacdo de procedimentos de controle, mediante a vacina¢do dos animais.

A vacinacdo dos animais suscetiveis caracteriza-se como uma das medidas mais
efetivas de profilaxia da leptospirose, se adotada simultaneamente aos demais
procedimentos de controle da doenca em nivel das fontes de infecc¢do e vias de transmissao
(BRASIL, 1995).

O uso de vacinas comerciais em caes tem sido efetivo em reduzir a prevaléncia e a
severidade da doenca (GREENE, 1998; HARKIN, 1996). As vacinas de uso comercial sdo
constituidas usualmente por bacterinas, contendo principalmente os sorovares canicola e

icterohaemorrhagiae, considerados os mais prevalentes na leptospirose canina (CORREA
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& CORREA, 1992). Entretanto, essa vacina¢do ndo induz prote¢do cruzada contra outros
sorovares importantes na leptospirose em caes.

Diferentes protocolos sdo descritos para a vacinacio de cdes contra leptospirose, no
entanto, as vacinas comerciais disponiveis para cdes tém sido preconizadas, geralmente, a
partir de 2 a 3 meses de idade, com no minimo trés refor¢os - em intervalos de 21 a 30
dias, além da indicacdo de revacinagdes semestrais ou anuais. Paralelamente, estudos
recentes tém utilizado subunidades do envelope bacteriano para producdo de vacinas,
assim como investigado diferentes adjuvantes e meios de cultura de Leptospira spp., para a
producgdo de novos imundgenos contra a doenca (GREENE, 1998).

Diferentes pesquisadores tém assinalado o aumento da ocorréncia dos sorovares
Pomona, Grippotyphosa, Hardjo e Bratislava, entre outros, na génese de casos de
leptospirose canina (GREENE, 1998; HARKIN, 1996; WOHL, 1996). Esses estudos
atestam a importancia da pesquisa continuada no desenvolvimento de novas vacinas contra
a leptospirose e a necessidade da inclusdo de novos sorovares, visando a elaboracdo de

vacinas mais efetivas e de imunidade mais duradoura.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada durante o acompanhamento da rotina da Clinica de
Pequenos Animais do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande
na cidade de Patos — PB, cuja drea territorial é de 508,7 km? localizada no sertdo, regido
central do trépico semi-arido paraibano, ficando situada a uma altitude de 242 m acima do
nivel do mar e a uma distancia de 289 km da capital do Estado, Jodo Pessoa — PB. Possui
clima quente e seco, com temperaturas médias anuais de 35° no verdao e 32° no inverno e
precipitacdo pluviométrica anual de aproximadamente 700 mm, em média historica

(PAIVA, 1994; IBGE, 2007; Estacdo Metereoldgica de Patos — PB).

3.2 Animais

Foram utilizados caes atendidos na rotina da Clinica de Pequenos Animais do Hospital
Veterindrio do Centro de Saide e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), Campus de Patos, PB.

3.3 Amostragem

Para o cdlculo acima foram considerados os seguintes parametros: (a) prevaléncia
esperada; (b) erro absoluto; e (c) nivel de confianca, de acordo com a férmula para

amostras aleatdrias simples (NOORDHUIZEN et al., 1997; THRUSFIELD, 1995):

_Z’xP1-P)
==

n
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Onde:

n = ndmero de animais a serem utilizados

Z = valor da distribui¢do normal para o nivel de confiancga de 95%
P = prevaléncia esperada

d = erro absoluto

Utilizando-se uma prevaléncia estimada em 50% com erro absoluto de 10%, era
necessdria a amostragem de 96 animais. Por motivo de seguranca, foram utilizadas 152

amostras colhidas durante o periodo de julho a novembro de 2008.

3.4 Questionario Epidemiologico

Os proprietarios dos cdes responderam a um questiondario epidemiolégico (Anexo)
que foi elaborado de modo a fornecer dados como intuito de verificar a auséncia ou
presenca de algumas préticas e condi¢des que atuem como possiveis fatores de risco para a
leptospirose canina. As informagdes obtidas como os questiondrios foram inseridas em um
formuldrio eletronico elaborado com o programa Microsoft Access® Antes da
digitalizacdo, todos os questiondrios foram examinados para verificacio de sua

integridade.

3.5 Colheita de sangue

A colheita de sangue foi efetuada por puncdo da veia cefédlica utilizando-se
escalpes descartdvel de tamanho 21 ou 23, dependendo do animal, e seringas descartaveis
de 10 mL. Excluindo-se apenas animais com menos de seis meses de idade.

As amostras de sangue foram acondicionados em microtubos até a chegada ao
Laboratério de Doencas Transmissiveis do Centro de Saidde e Tecnologia Rural da

Universidade Federal de Campina Grande, coagulacdo, aonde foram centrifugadas a 3.500
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rpm por 10 minutos e estocadas a -20°C para posterior realizacdo do diagndstico

sorolégico da infec¢do por Leptospira.

3.6 Técnica da Soroaglutinacio Microscépica

Os soros foram examinados através da técnica de soroaglutinacdo microscopica
(GALTON ET al., 1965; COLE et al., 1983), com uma colecdo de antigenos vivos que
incluiu 24 sorovares de leptospiras: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo,
Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Grippotyphosa, Hedomadis,
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo,
Shermani, Tassarovi, Andamana, Patoc, Sentoc e Mini. Os sorovares foram utilizados com
cinco a oito dias de cultivo no meio de Ellinghausen, Mac Cullough, Johnson, e Harris
(EMJH), modificado e enriquecido com soro de coelho, asparagina e cloreto de cdlcio e
magnésio (ALVES et al., 1996).

As provas laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Zoonoses Bacterianas
do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Saide Animal da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo — VPS/FMVZ/USP.

3.6.1 Diluente

O diluente utilizado na técnica de soroaglutinacdo microscopica foi representado

pela solucdo salina tamponada de Sorensen estéril (SANTA ROSA, 1970).

3.6.2. Preparo da solucao tamponada de Sorensen

A solucdo foi preparada a partir dos seguintes constituintes: 1,09g de fosfato de
potassio monobdsico (KH; PO,) E 8,33g de fosfato de sédio bifasico (Na; HPO,), os quais
foram adicionados em um baldo volumétrico contendo 1 litro de dgua destilada. Logo apds
foi autoclavado a 120 °C por 15 minutos e, logo apds, a solu¢do foi colocada num

recipiente de vidro ambar e acondicionada a 4 °C.

3.6.3 Preparo da solucao salina tamponada de Soensen
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A solucdo foi preparada a partir de 1,840 ml de solucao salina fisioldgica a 0,85% e
160 ml de solu¢do tamponada de Sorensen, as quais foram adicionadas em um baldo

volumétrico de 1 litro, logo apds autoclavou-se e resfriou-se como descrito anteriormente.

3.6.4 Descricao da técnica da SAM

Inicialmente cada amostra de soro foi diluida na razao de 1:50, ou seja, 0,1 ml de
soro diluido em 4,9 ml de solu¢do salina tamponada de Sorensen estéril(SANTA ROSA,
1970). Em seguida, aliquotas de 50 microlitros de cada amostra de soro diluida foram
pipetadas para placas de poliestireno com 96 pocos de fundo chato.

As misturas de soro e antigeno foram incubadas em temperatura ambiente durante
duas horas, tempo necessario para que ocorra a reagao antigeno-anticorpo. Ao término do
prazo procede-se a leitura em microscépio com condensador de campo escuro e objetiva de
longa distancia.

Ao final do teste de triagem, foi realizada a titulacdo dos anticorpos dos soros que
se apresentaram positivos por diluicdes seriadas numa série geométrica de razdo dois a
partir da dilui¢ao 1:50 , em um total de seis dilui¢des. Foi entdo adicionada, para cada
diluicao das amostras, 50 ul do antigeno previamente diluido, resultando em diluicdes de

1:100 até 1: 6.400 por amostra.

3.6.2 Interpretacao

Para a caracterizacdo do sorovar mais provavel, foi considerado o sorovar que
apresentou maior titulo e o maior niimero de animais caracterizados como positivos. Caso
um animal reagisse para dois ou mais sorovares com o mesmo titulo, esse animal seria
desconsiderado para o célculo.

O titulo do soro positivo foi obtido até a dilui¢do que apresentou 50% ou mais de
aglutinacdo no campo de visualizacdo. A amostra de soro que apresentasse titulo 100 era

considerada positiva.
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3.7. Analise estatistica

Para a andlise de fatores de risco, foram formados dois grupos de animais —
soropositivos e soronegativos — que, quando comparados entre si quanto as varidveis
pesquisadas no questiondrio epidemioldgico, permitiu medir a forca da associacdo dessas
varidveis com a presenga da leptospirose.

A andlise de fatores de risco foi efetuada em duas etapas: andlise univariada e
andlise multivariada. Na andlise univariada, as que apresentaram um valor de p < 0,2 pelo
teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando indicado (Zar, 1999), foram
selecionadas para a andlise multivariada, utilizando-se a regressdo logistica multipla
(HOSMER e LEMESHOW, 2000), para a definicdo de um modelo que melhor
identificasse os fatores de risco. A colinearidade entre as varidveis preditoras foi verificada
por meio da andlise de correlacdo e, para aquelas que apresentaram forte colinearidade
(coeficiente de correlagdo > 0,9), uma das duas foi excluida da andlise multipla de acordo
com a plausibilidade biolégica (DOHOO et al., 1996). O nivel de significancia adotado na
andlise multipla foi de 5%. Todas as andlises foram realizadas com o programa SPSS 13.0

for Windows.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 152 amostras de soros sanguineos de cdes analisadas, constatou-se que 30
(19,73%) apresentaram resultados positivos. Os titulos variaram de 1: 100 a 1:6.400.

As amostras positivas apresentaram reacOes para uma ou mais variantes
sorolégicas, predominando as reacdes para os sorovares Autumnalis (13,15%),
Grippotyphosa (1,97%), Castellonis (1,32%), e Icterohaemorrhagie (1,32%). As menores
reacOes positivas foram observadas para os sorovares Australis(0,66%), Hebdomalis
(0,66%) e Butembo (0,6%).

Prevaléncias superiores foram obtidas por Furtado et al. (1997) e por Avila et al.
(1998), em Pelotas, 28,9% e 34,8%, respectivamente, e ainda Ghein et al. (2007)
determinaram 35,9% de prevaléncia no Norte da Califérnia. No entanto, percentuais
inferiores foram encontrados por Jouglard e Brod (2000), em Pelotas, 2,7%; Mascolli et al.
(2002), em Santana de Parnaiba, 15%, Modolo et al. (2000) em Botucatu 15,4% e
Magalhaes et al. (2006), em Belo Horizonte, 13,1% .

Resultados similares foram obtidos por Lopes et al. (2005) em Botucatu, 17,9% e
ainda, Alves et al. (2000) em Patos, e Batista et al. (2004) em Campina Grande - PB, que
encontraram prevaléncias muito proximas as observadas neste trabalho, 20% e 21,4%,
respectivamente. 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, reservatdrios
selvagens, reservatérios domésticos e outros fatores ambientais (ALVES et al., 2000), uma
vez que as percentagens dos trabalhos desenvolvidos nas cidades de Patos e Campina
Grande na Paraiba, mostram-se com resultados similares ja que s@o cidades que
apresentam semelhancas regionais e climaticas.

Ainda em similaridade a este estudo tem-se Aguiar et al., (2007), cujo sorovar
mais prevalente foi o Autumnalis (22%) e Lopes et al., (2005) , que obteve 19,12% de
prevaléncia para o sorovar Autumnalis que ficou em segundo lugar na pesquisa.

A presenca do sorovar Autumnalis causa preocupacdo, pois ndo existe imunidade
cruzada entre os diferentes sorovares, € no mercado existem as vacinas compostas,
basicamente, pelos sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona, o

que reforca ainda mais, a importancia da pesquisa continuada no desenvolvimento de
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novas vacinas contra a leptospirose e a necessidade da inclusdo de novos sorovares,
visando a elaborag@o de vacinas mais efetivas e de imunidade mais duradoura.

A prevaléncia do sorovar Grippotyphosa aponta a importancia da populagdo de
roedores na transmissdo da doenga, visto que os roedores sdo os hospedeiros de
manuten¢do para esta sorovariedade (FAINE et al., 1999), e reforca a necessidade de
programas de controle de roedores, adotando, além das medidas ofensivas (desratizacdo),
normalmente as unicas utilizadas, a inclusdo de modificagdes ambientais como medidas
preventivas e a educacdo em saudde. Os ratos e, em especial, as ratazanas, tidos como os
principais portadores universais das leptospiras, sdo considerados um dos principais
responsaveis pela transmissao da doenga ao homem (MASCOLLI et al., 2002).

A auséncia de reagdes para o sorovar Canicola no presente trabalho surpreende,
pois este sorovar € citado como o mais encontrado em cdes (FAINE et al. 1999). Este
achado concorda com Alves et al.(2000), que também realizaram um estudo na cidade de
Patos, e, ndo encontraram animais positivos para o sorovar Canicola. J4 em Batista et
al.(2004), o sorovar Canicola foi apontado como o terceiro mais prevalente, o que discorda
do presente estudo.

Este dado pode ser remetido a eficiéncia das vacinas utilizadas, visto que apesar
de ndo ter sido selecionado na andlise dos fatores de risco, a vacina¢do ou nao dos animais
aponta que 47 dos animais atendidos foram vacinados (tabela 2), o que representa 30,92%
de todos os animais, apesar do sorovar Icterohaemorrhagie ter apresentado reagdo positiva
(1,32%) esta foi baixa, o que reforca a eficiéncia das vacinas utilizadas (6ctupla, V10),
fazendo-se necessario a divulgacao insistente da utilizacdo da vacina, nesse contexto, faz-
se necessario reforcar a necessidade de inclusdo de novos sorovares nas vacinas
comerciais.

Observou-se a ocorréncia de reacdes soroldgicas para sorovares considerados
acidentais para caes, como Australis, Cynopteri e Hebdomadis. Segundo Bolin (1996), em
determinadas regides, diferentes sorovares de leptospiras sdo prevalentes e sdo associados
a um ou mais hospedeiros de manuten¢do que servem de reservatorios de infec¢do, e sdo
geralmente espécies silvestres e, algumas vezes, animais domésticos e de produgdo, a
transmissao entre os mesmos € eficiente, e a incidéncia da infec¢a@o € relativamente alta. O
contato com os hospedeiros de manutencao ou dreas contaminadas com urina desses pode

causar infec¢do em outras espécies.
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Na andlise univariada (tabela 2), as varidveis selecionadas foram a nao definicao
da raca de cada animal, contato com caprinos e/ou ovinos e se o animal foi levado para
viajar. A ndo definicdo da raca (OR=3,67) e o contato com caprinos e/ou ovinos
(OR=10,00) foram apontados como fatores de risco para a infeccdo por Leptospira spp
(Tabela 3).

A nao definicdo da raca como fator de risco para a leptospirose também foi citado
por WARD et al. (2002), BATISTA et al., (2005) e MODOLO et al., (2000). Animais sem
raca definida, geralmente, t€m mais acesso a rua, o que aumenta o risco de exposi¢ao as
leptospiras. Num estudo epidemioldgico feito em Buenos Aires, o acesso a rua também foi
um fator de risco significativo (RUBEL et al., 1997). Deve-se considerar que este habito
pode propiciar inimeras possibilidades de infec¢do pelo contato direto ou indireto com
outros animais ou através do acesso as dreas alagadicgas. Associado a isso se tem o fato de a
maioria dos proprietarios terem baixo nivel escolar, ja que 117 possuem apenas o segundo
grau completo, representando 76,97% do total de proprietdrios significando pouca ou
nenhuma informagdo sobre a doencga, meios de transmissdo € riscos aos quais 0s animais
podem estar expostos.

O contato com caprinos/ovinos como fator de risco € muito plausivel uma vez que
a transmissdo da doencga se d4 de forma direta ou indireta. Some-se a isso o fator de que
diversos estudos recentes realizados no Brasil apontam para a ocorréncia de anticorpos
anti-leptospiras em caprinos e ovinos (Lilenbaum et al. (2005), Schmidt et al. (2002),
Favero et al. (2002), Aradjo Neto et al. (2005), Higino et al. (2007)), bem como o
isolamento do agente ou identificacio do DNA por PCR (Lilenbaum et al. (2008/2009),
Silva et al. (2007), Lilenbaum et al. (2007), Azevedo et al. (2004)). Em determinadas
regides, diferentes sorovares de leptospiras sdo prevalentes e estdo associados a um ou
mais hospedeiros de manutengdo, ou reservatdrios e, esses reservatorios podem ser
representados por animais domésticos e silvestres (LINS e LOPES, 1984). O contato com
os hospedeiros mantenedores ou dreas contaminadas com a urina destes pode causar
infec¢do em outras espécies.

Estudos conduzidos em caprinos € ovinos no semidrido nordestino apontaram
predominincia de reacdes para o sorovar Autumnalis. ARAUJO NETO et al. (2005)
utilizou 100 ovelhas abatidas no matadouro publico de Patos - PB para o isolamento da

bactéria a partir do trato genital, realizando paralelamente a sorologia, obtendo 9% de
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prevaléncia para doenga, e 44,4% de freqii€ncia para o sorovar Autumnalis; HIGINO et al.
(2007), realizou a sorologia de 80 ovinos, entre machos e fémeas, e obteve 7,5% de
positividade, com 83,3% de freqii€ncia para o sorovar Autumnalis e SILVA et al. (2006),
determinaram a soroprevaléncia da leptospirose em 450 amostras de soros caprinos de 45
rebanhos do Cariri Paraibano, obtendo 13,11% de prevaléncia para a doenca e o sorovar
mais prevalentes foi o Autumnalis (74,6%). Esses estudos levantam a hipétese dos
caprinos/ovinos como fontes de infeccdo do sorovar Autumnalis na regido e reforcam o
risco de exposi¢do ao agente pelo contato com esses animais.

Com relacdo aos outros parametros analisados como fatores de risco, ndo se
confirmou associacdo estatistica com varidveis que normalmente estdo relacionadas a
ocorréncia da doenga, como o manejo ao qual € mantido o animal e a presenca de roedores,
o que pode mascarar os resultados obtidos no trabalho a partir do questiondrio

epidemiolégico.
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TABELA 01. Resultados do teste de Soroaglutinacdo Microscépica abrangendo os
sorovares reatores e seus respectivos titulos encontrados nos materiais

provenientes dos soros coletados.

SOROVAR TITULO TOTAL(%)

100 200 400 800 1.600 3.200 6.400

Autumnalis 3 7 2 2 3 1 2 20(13,15)
Grippotyphosa 0 0 2 0 0 1 0 3(1,97)
Castellonis 0 1 1 0 0 0 0 2(1,32)
Icterohaemorrhagie 2 0 0 0 0 0 0 2(1,32)
Australis 0 0 1 0 0 0 0 1(0,66)
Hebdomalis 0 0 1 0 0 0 0 1(0,66)




39

TABELA 02. Andlise univariada com a distribui¢do das varidveis mais
associadas a soropositividade para Leptospirose em caes do
semiarido da Paraiba.
Sorologia Leptospirose
Varidveis para P Total
Negativo(%)  Positivo(%)
Grau de escolaridade
Analfabeto 2(100) 0(0) 2
1° grau incompleto 27(75) 9(25) 36
1° grau completo 13(81,3) 3(18,8) 16
2° grau incompleto 19(86,4) 3(13,6) 22
2° grau completo 35(85,4) 6(14,6) 41
3° grau incompleto 9(60) 6(40) 15
3¢ grau completo 17(85) 3(15) 0,320 20
Sexo
Macho 67(79,8) 17(20,2) 84
Fémea 55(80,9) 139(19,1) 1,000 194
Idade
Até 1 ano 30(83,3) 6(16,7) 36
1 a2 anos 29(87,9) 4(12,1) 33
2 a3 anos 20(76,9) 6(23,1) 26
3 anos 20(80) 5(20) 25
4 a 6 anos 17(70,8) 7(29,2) 24
Acima de 6 anos 6(75) 2(25) 0,686 8
Raca
Indefinida 60(73,2) 22(26,8) 82
Definida 62(86,6) 8(11,4) 0,030%* 70
Tipo de criacao
Domiciliar 89(78,8) 24(21,2) 113
Semi-domiciliar 27(90) 3(10) 30
Solto 6(66,7) 3(33,3) 0,222 9
Alimentacio
Rac¢do comercial 29(82,9) 6(17,1) 35
Preparacao caseira 14(77,8) 4(22,2) 18
Restos de comida 28(80) 7(20) 35
Racao comercial+comida caseira 22(91,7) 2(8,3) 24
Rac¢do comercial+restos 27(75) 9(25) 36
Comida caseira+restos 2(50) 2(50) 0,400 4
Contato com caes
Sim 65(77,4) 19(22,6) 84
Nao 57(83,8) 11(16,2) 0,431 68
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Contato com bovinos
Sim

Nao

Contato com eqiiideos
Sim

Nao

Contato com gatos
Sim

Nao

Contato com caprinos/ovinos
Sim

Nao

Contato com silvestres
Sim

Nao

Ambiente onde vive o animal
Terra

Cimento

Terra/cimento
Limpeza do local

Sim

Nao

Freqiiéncia da limpeza
Diaria

Semanal

Quinzenal

Mensal

Vacinado

Nao

Anti-rabica
Anti-rabica+6ctupla
Anti-rabica+ V10
Octupla

Passeio com animal
Sim

Nao

Viagem com animal
Sim

Nao

Presenca de roedores
Sim

Nao

Contato com acudes
Sim

Nao

1(50)
121(80,7)

121(80,7)
22(75,9)

22(75,9)
100(81,3)

2(50)
120(81,3)

9(75)
113(80,7)

36(78,3)
55(80,9)
31(81,6)

115(80,4)
7(77,8)

81(79,4)
26(78.8)
7(100)
1(100)

22(75,9)
64(84,2)
27(79,4)
2(50)
7(77.8)

82(78,8)
40(83,3)

23(92)
99(78)

54(81.,8)
68(79,1)

20(74,1)
102(81,6)

1(50)
29(19,3)

29(19,3)
1(50)

7(24,1)
23(18,7)

2(50)
28(18,9)

3(25)
27(19,3)

10(21,7)
13(19,1)
7(18,4)

28(19.,6)
2(22,2)

21(20,6)

7(21,2)
0(0)
0(0)

7(24,1)
12(15,8)
7(20,6)
2(50)
2(20,2)

22(21,2)
8(16,7)

2(8)
28(22)

12(18,2)
18(20.9)

7(25,9)
23(18,4)

0,357

0,357

0,687

0,175%*

0,705

0,916

1,000

0,558

0,483

0,669

0,167*

0,829

0,532

150

150
23

29

123

148

12
140

46
68
38

143

102
33

29
76
34

104
48

25
127

66
86

27
125

* Variaveis selecionadas para a regressao logistica multipla (p < 0,2)



TABELA 03. Fatores de risco associados a soropositividade para Leptospirose em

caes determinados por regressdo logistica multipla

Fator de risco Odds ratio IC95% p

Raca nao definida 3,67 1,39 -9,68 0,009

Contato com caprinos/ovinos 10,00 1,19 — 84,32 0,034

41
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3. CONCLUSAO

A populacdo canina de Patos estd exposta a varios sorovares de Leptospira spp,
com maiores preocupacdes em cdes sem raca definida e provenientes de dreas com
contato com caprinos e/ou ovinos. Dando uma maior aten¢do a necessidade de
elaboracdo de programas com divulgacdes mais eficientes, que possam atingir
comunidades mais carentes em informagdes e conhecimentos, direcionando essas
informacdes para importancia em saide publica os riscos aos quais ndo s6 os animais
mas também a populacdo em geral, especificamente as baixa renda, estdo expostos,

estimulando a educacdo em saneamento ambiental, € o incremento de pesquisas para

inclusdo de outros sorovares nas vacinas utilizadas comercialmente.
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7. ANEXOS

7.1. Questionario epidemiolégico utilizado para identificaciao dos fatores de risco.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
UNIDADE ACADEMICA DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE PATOS

Leptospirose em caes do médio sertao paraibano: inquérito sorolégico e fatores de risco

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

1. DADOS DO PROPRIETARIO

Nome:

Endereco: | Ne:

Bairro: CEP:

Telefone:

Grau de
escolaridade:

) Analfabeto

) 1° Grau incompleto
) 1° grau completo

) 2° grau incompleto
) 2° grau completo

) 3° Grau incompleto
() 3° Grau completo

N~ o~

Ja ouviu falar ou sabe o que € Leptospirose Canina? ( )SIM ( )NAO

Porque motivo trouxe o animal?

2. DADOS DO ANIMAL

Nome:
Sexo: ( ) Macho ( ) Fémea
Idade : | ( ) 6 —12 meses

( )12 - 24 meses

( ) 24 — 48 meses

( )4-6anos

( ) acima de 6 anos
Raca: ( ) Sem raca definida ( ) Com raca definida

Qual?

Ja sofreu casos de abortamento? ( )SIM ( )NAO
Nos partos aconteceram casos de natimortos? ( )SIM ( )NAO
3. MANEJO

Tipo de criacdo: | ( ) Domiciliar
( ) Semi-domiciliar
( ) Solto
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Alimentacao : ( ) Racao comercial
() Alimento preparado em casa
() Restos de comida

Tem contato com outros animais? ( ) SIM ( )NAO
Se tem, quais sao? ( ) Caes ( ) Bovinos ( ) Equideos ( ) Silvestres
( ) Gatos () Caprinos/ovinos () Suinos
Qual o ambiente onde o animal é ( ) terra
criado? ( ) cimento
( ) terra/cimento
E realizada limpeza ou desinfeccéo do local? ( )SIM ( )NAO
Com que freqiiéncia? ( ) Diaria

( ) Semanal
() Quinzenal

( ) Mensal

O animal tomou alguma vacina? ( )SIM ( )NAO
Se sim, quais?
Costuma passear com o animal? ( )SIM ( )NAO
Quando viaja, leva-o junto? ( )SIM ( )NAO
Ha quanto tempo viajou?

Local:
4. OUTRAS INFORMACOES
Ocasionalmente, ha ratos em sua residéncia? ( )SIM ( )NAO
O animal tem contato com acudes? ( )SIM ( )NAO

OBRIGADO!




