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Resumo

A leptospirose é uma zoonose endémica de distribuicdo mundial causada por bactérias do
género Leptospira com inumeros sorovares distintos, dificultando sua caracterizacdo. A
maioria dos casos cursa com sinais e sintomas inespecificos, sendo muitas vezes confundida
com viroses. Exibe carater sazonal em regides tropicais em que ha alta incidéncia de periodos
chuvosos, afetando tanto a populacdo urbana quanto a rural. No Brasil a doenga tem grande
importancia social e econémica. Acomete além do homem, animais silvestres e domésticos,
sendo os roedores sinantropicos 0s principais reservatorios urbanos e o cdo, potencial fonte de
infeccdo para 0 homem. O presente estudo teve como objetivo realizar o primeiro inquérito
soroldgico para leptospirose em cées na Ilha da Marambaia, municipio de Mangaratiba, Rio
de Janeiro, onde ndo hé registro de casos em humanos nem em animais além da busca de
casos humanos nos registros do SINAN e também avaliar as caracteristicas ambientais da
regido. Possiveis casos de leptospirose canina foram investigados a partir de fichas clinicas
com dados dos animais. Foram analisadas 234 amostras sanguineas de cées coletadas em dois
periodos: No decorrer dos anos de 2009 e 2012 em inquérito sobre leishmaniose visceral na
ilha. A investigacdo foi realizada a partir da técnica de aglutinagdo microscopica (MAT),
considerada internacionalmente como o, “padrdo ouro” para o diagnostico de leptospirose. O
procedimento foi executado no Laboratorio Nacional de Referéncia de Leptospirose (LNRL-
CC/OMS), localizado no instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), no Rio de Janeiro. Do total de
amostras estudadas, 2,56% (6/234) apresentaram reacdo positiva a0 MAT para 0s sorovares
Australis, Copenhageni e Patoc, com titulacdes que variaram de 80 a 640. O sorovar mais
prevalente foi o Australis 66,66% (04/06), seguido pelo Copenhageni (01/06) e Patoc (01/06),
ambos com a mesma frequéncia de 16,67%. Este foi um estudo preliminar na regido e os
dados indicam a possibilidade de circulacdo de Leptospira sp. embora ndo haja casos clinicos
relatados. Os resultados encontrados podem indicar ainda possiveis reservatérios que devem
ser confirmados em estudos posteriores. E importante frisar que além de detectarmos baixa
incidéncia em cdes, a regido possui um ambiente propicio para manutencdo do micro-
organismo. A precariedade do saneamento, a presenca de animais silvestres, 0 movimento
irrestrito de cdes somados aos dados sorologicos encontrados sugerem a possibilidade de

circulacdo de bactérias entre os cées e possiveis reservatorios no ambiente silvestre.

Palavras-chave: Leptospirose, cées, ilha, ciclo silvestre



Abstract

Leptospirosis is a zoonosis endemic worldwide distribution caused by bacteria of the genus
Leptospira with numerous serovars distinct, complicating their characterization. Most cases
presents with nonspecific signs and symptoms, and is often confused with viral diseases.
Seasonal character displays in tropical regions where there is high incidence of rainy periods,
affecting both the urban population and rural. In Brazil the disease has great economic and
social importance. Affects besides man, wild and domestic animals. The sinantropic rodents
are major urban reservoirs and dogs are a potential source of infection for man. The present
study aimed perform the first serosurvey for leptospirosis in dogs on the Marambaia Island,
municipality of Mangaratiba, Rio de Janeiro, where there are no reported cases in humans or
in animals, beyond the pursuit of human cases in the records of SINAN. Possible cases of
canine leptospirosis were investigated from clinical records with animal data. We analyzed
blood samples from 234 dogs collected in two periods: During the years 2009 and 2012, in
inquiry about visceral leishmaniasis on the island. The investigation was carried out from the
microaglutination technique, regarded as by the Ministry of Health, "gold standard™ for the
diagnosis of leptospirosis. The procedure was performed at the National Reference
Laboratory for Leptospirosis (LNRL-CC/OMS), located at the Oswaldo Cruz Institute
(FIOCRUZ) in Rio de Janeiro. Of the total samples studied, 2.56% (6/234) showed a MAT
positive reaction for serovars Australis, Copenhageni and Patoc with titrations ranging 80-
640. The most prevalent serovar was Australis 66.66% (04/06), followed by Copenhageni
(01/06) and Patoc (01/06), both with the same frequency of 16.67%. This was a preliminary
study in the region and the data indicate the possibility of circulation of Leptospira sp.
although no clinical cases reported. The results may also indicate possible reservoirs to be
confirmed in further studies. Is importantly detach, that beyond detect low incidence in dogs,
the region has an environment conducive to maintenance of the microorganism. The
precarious sanitation, the presence of wild animals, the movement unrestricted of the dogs
added to the serological data suggests that there is the possibility of circulation of bacteria
between dogs and possible reservoirs in the sylvatic environment.

Keywords: Leptospirosis, dogs, island, sylvatic cycle
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1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma das zoonoses mais difundidas no mundo, causada por uma
espiroqueta patogénica do género Leptospira e considerada um importante problema de saude
pUblica’. Este género contém mais de 250 sorovares diferentes, que sdo antigenicamente
distintos, 0 que torna dificil sua caracterizagdo® * *. O principal reservatério é constituido
pelos roedores sinantropicos que albergam leptospiras nos rins, eliminando-as vivas no meio
ambiente, contaminando agua, solo e alimentos. O R. norvegicus é o principal portador do
sorovar Icterohaemorraghiae, um dos mais patogénicos para 0 homem. Outros reservatorios
s30 suinos, bovinos, equinos, ovinos, caprinos e os cdes®. Os surtos da doenga ocorrem por
exposi¢do a agua contaminada com urina ou tecidos provenientes de animais infectados,
principalmente em regides com altos indices pluviométricos®.

A primeira fase da doenca em humanos é caracterizada por febre abrupta acompanhada
de mialgia, cefaleia, que frequentemente ndo s&o diferenciadas de outras doengas febris
agudas’. Tem grande importancia social e econdmica devido & sua alta incidéncia, percentual
significativo das internagdes, alto custo hospitalar e perdas de dias de trabalho, como também
por sua letalidade. Em relacdo aos animais, a leptospirose também representa um grande
problema econdmico produzindo abortos, natimortos, infertilidade, déficit de crescimento,
produco de leite reduzida e morte®.

Inimeros sdo os casos humanos notificados por ano em todas as grandes metropoles do
mundo. Com a ocorréncia de grandes epidemias urbanas na América Latina a ocorréncia de
surtos de leptospirose apOs enchentes ndo é um fendmeno novo e nem restrito a regides
tropicais’. Apesar do elevado niimero de notificacio da doenca, a Sociedade Internacional de
Leptospirose acredita que haja subnotificacdo dos casos, principalmente pela dificuldade em
diferenciar este agravo de outras doencas febris agudas, o que leva a ndo confirmacao
diagnostica dos casos reais™®. O desconhecimento da verdadeira situagdo da leptospirose no
Brasil resulta em falhas nas medidas preventivas e de controle da doenga.

As informagdes disponibilizadas nas bases de dados a respeito da ocorréncia de
leptospirose em Mangaratiba e regides ao seu redor ainda sdo defasadas, ndo existindo
estudos ou notificagbes & respeito da ocorréncia deste agravo na llha da Marambaia. Além
disto, a presenca de cdes no local é um fator relevante para investigacdo, visto que estes
podem albergar leptospiras vivas e elimina-las no ambiente. Outra questdo a se considerar é 0

fato da area ser uma reserva ecoldgica e sua fauna nao é totalmente conhecida, o0 que deixa
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uma falha na construcdo da cadeia epidemioldgica da doenca neste local, existindo a

possibilidade da ocorréncia de um ciclo silvestre na localidade.

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a soroprevaléncia para Leptospirose em cées na llha da Marambaia, municipio

de Mangaratiba, Rio de Janeiro.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar as caracteristicas geograficas e ambientais da ilha em relacdo ao risco de
Leptospirose em especial para a populacdo de caes;

2- Avaliar a presenca de sorovares de Leptospira spp. na ilha da Marambaia

3-. Investigar possiveis relatos de casos em humanos notificados na regido.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 HISTORICO

A leptospirose é uma doenca que exibe carater zoondtico e é bastante difundida no
mundo. O agente responsavel pelo agravo é uma bactéria patogénica do género Leptospira,
considerada um importante problema de satde publica’. Foi descrita pela primeira vez em
1880 no Cairo, por Larrey e provavelmente introduzida na Europa pelo Rattus norvegicus no
século XVIII. Weil, em 1886 descreveu a doenca, ao observar casos em humanos, porém foi
Goldschmidt em 1887, que designou a sindrome clinica, como a conhecida “Doenga de
Weil”*!. No entanto, outras citacdes, aparentemente sobre a mesma doenca, ja haviam sido
descritas alguns anos antes. Landouzy em 1883 descreveu a patologia analisando certos
sintomas em funcionarios da limpeza de esgotos em Paris, mas foi Stimson, em 1907 que
demonstrou através da impregnacao pela prata a presencga de espiroquetas nos tabulos renais
de um paciente falecido, supostamente de febre amarela. Como as espiroquetas apresentavam

as extremidades em forma de gancho ele as denominou de Spirochaeta interrogans.

Em 1910 apds uma epidemia da doenca de Weil, Hecker e Otto, com o objetivo de
identificar o micro-organismo causador da sindrome, injetaram sangue de um paciente doente
em VArios animais, mas somente um macaco ficou doente com sintomas atipicos®. Com o
mesmo objetivo, Inada e Ido inocularam sangue de um paciente humano doente, em cobaias e
comprovaram ser a espirogueta o agente causador da doenca, as quais deram o nome de
Spirochaeta icterohaemorrhagiae. Estudos realizados em meados de 1915 na Alemanha por
Ulenhuth e Frommer detectaram as espiroquetas no sangue de porcos ap6s inoculagdo dos
mesmos com sangue de soldados com sintomas caracteristicos da “Doenca de Weil”. Em
1917, Noguchi criou o0 género Leptospira e neste mesmo ano Ido e colaboradores

identificaram o papel do rato como fonte de infecgéo da doenca®.

No Brasil, a leptospirose foi reconhecida pela primeira vez no Para, por McDowel em
1917. No mesmo ano, Aragdo verificou a presenca de Leptospira icterohaemorrhagiae ao
estudar seis Rattus norvegicus da cidade do Rio de Janeiro. O interesse pela leptospirose
canina iniciou com Dacorso Filho, em 1940, que analisou através de necropsia, 11 cdes que
foram a Obito e apresentavam manifestacBes clinicas sugestivas de leptospirose,

demonstrando a presenca do agente causador. A partir dai inimeros estudos foram realizados
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por diversos autores. Santa Rosa e colaboradores em 1970 publicaram sua experiéncia, apds
nove anos de estudo, em que analisaram soros humanos, bovinos, suinos, equinos, ovinos,
caninos, caprinos e bubalinos encontrando frequéncia maior para 0 sorovar
Icteroahemorrhagiae em humanos, Pomona em suinos e Wolffi em bovinos. Alguns anos
antes, Magaldi estudou a incidéncia e a prevaléncia da distribuigdo da leptospirose no Brasil,
alertando para a suscetibilidade do pais a proliferacdo do agravo' ** **. No ano de 2010,
foram notificados 1.025 casos da doenca no estado do Rio de janeiro, sendo 284 confirmados.
Nesse periodo, 55 municipios também fizeram notificacdes, sendo o Rio de Janeiro o de
maior frequéncia de confirmaces. Nos meses em que h& maior indice pluviométrico, a
vigilancia da doenca deve ser redobrada, visto que ha maiores chances de ocorréncia de
enchentes, sendo indispensavel o incentivo dos servicos de vigilancia integrada voltados a
suspeita clinica, diagnostico diferencial e tratamento oportuno de casos, além de notificacéo,
investigacdo e analise periddica dos dados para que se faca o direcionamento adequado e a

priorizacéo de acdes para o controle da doenca®.

4.2 Leptospira spp.

O agente etiologico da leptospirose pertence ao filo Spirochaete, ordem Spirochaetales
da familia Leptospiracea™. O nome deste filo faz referéncia ao formato helicoidal que estas
bactérias apresentam. As leptospiras possuem dimensdo de 0,1 a 0,25um de espessura € 6 a
20um de comprimento. S8o espiroquetas moveis, em forma espiral longa, finas e flexiveis,
gue possuem gancho caracteristico na porcdo terminal, em uma ou ambas as extremidades
(figura 1)°.

Figura 1: Micrografia eletrdnica de Leptospira interrogans®.
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A parede externa da célula bacteriana € composta por uma membrana coberta por
flagelos periplasmaticos que compde o filamento axial ou endoflagelo, o qual permite
movimentos de saca-rolhas (spin) e de flexdo-extenséo facilitando a mobilidade bacteriana no
ambiente (figura 2)'". Sao aerdbias obrigatérias, que apresentam crescimento fastidioso in
vitro nos meios de Fletcher ou Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), com pH
de 6,8-7,4 e temperatura entre 28 e 30°C"%,

Hlageln bairla
] _ cllindro
perplazmatico extarna

_ disco de
protoplasmatico  nesedo

Figura 2: Esquema morfoldgico da Leptospira interrogans*’

O isolamento e classificacdo de cepas patogénicas de Leptospira spp. sdo processos
demorados, decorrentes principalmente da baixa taxa de crescimento, muitas vezes aliado a
contaminagdo concomitante com microrganismos de crescimento mais rapido, e rigorosas
exigéncias da cultura in vitro desta bactéria’®. A persisténcia dos focos de leptospirose ocorre,
principalmente devido ao elevado grau de variacdo antigénica do agente, a ampla variedade
de animais suscetiveis e a sua capacidade de sobrevivéncia no ambiente de aproximadamente
180 dias®.

4.2.1 Persisténcia no ambiente

A persisténcia de leptospiras no ambiente, em auséncia de parasitismo, é favorecida pela
presenca de umidade e de um pH neutro ou levemente alcalino, preferencialmente em torno
de 7,2 a 7,4% °. As bactérias sdo rapidamente destruidas pela desidratacdo, possuindo
sensibilidade a luz solar direta, as variacbes de pH (abaixo de 6,0 e acima de 8,0), aos

desinfetantes comuns e & temperaturas entre 50 e 60°C?* 2!, Entretanto, temperaturas abaixo
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de zero sdo toleradas em ambientes contendo proteina, sobrevivendo a criopreservacéo, pelo

menos por trés anos, em nitrogénio liquido®.

4.2.2 Classificacdo soroldgica

Desde 1915 até 1989, a classificacdo era apenas soroldgica. O género Leptospira era
inicialmente dividido em dois grupos: Leptospira interrogans e Leptospira biflexa. Estes dois
grupos também diferiam nas suas exigéncias nutricionais e outras propriedades fenotipicas . A
Leptospira interrogans, compreendia todas as cepas patogénicas e Leptospira biflexa,

compreendia as cepas saprofitas isoladas do ambiente® 2.

O género Leptospira contém Vvarios sorovares, que sdo antigenicamente distintos devido
a mudancas na composicdo do lipopolissacarideo (LPS) subdividindo o grupo em
aproximadamente 260 sorovares, 0 que torna dificil sua caracterizacdo. Por conveniéncia, 0s
sorovares relacionados antigenicamente foram organizados em sorogrupos, sendo descritos
aproximadamente 24 sorogrupos para cepas patogénicas® > 4 18 2. 2324 A gorotipagem é
determinada pelo teste de aglutinagdo microscopica com absor¢cdo cruzada (cross-aglutinin
absorption test - CAAT), no qual sdo utilizados soros imunes de referéncia produzidos em
coelhos®™. Por décadas, CAAT foi usado para a classificagdo de Leptospira, no entanto, esta
técnica é complicada e demorada para tipagem de rotina, em grande parte devido ao tempo
necessario para a preparacdo de soro imune de coelho. Outro método é o teste de
microaglutinagdo MAT (microscopic agglutination test) usando anticorpos monoclonais

especificos®®.

Este tipo de classificacdo é importante para a epidemiologia, uma vez que eles
apresentam relacdes diretas com alguns animais reservatorios, focos de infecgdo e distribuicao
geogréfica?’. A medida que cada sorotipo é geralmente associado a um hospedeiro particular,
a identificacdo de sorotipos é essencial para estudos epidemioldgicos e no desenvolvimento

de estratégias de prevencdo apropriadas®.

4.2.3 Classificacdo genotipica

A heterogeneidade genética entre as espécies L. interrogans e L. biflexa foi demonstrada

por Yasuda e colaboradores em 1987. Estudos de hibridizagdo de DNA definiram 16
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genomoespécies de Leptospira. Estas, ndo correspondem as espécies anteriores (L. biflexa e L.
interrogans), com isso nem sorovar e nem sorogrupo predizem espécies de Leptospira’. Mais
recentemente, o sistema genotipico tem agrupado as leptospiras em 20 espécies, definidas
com base na hibridizacio DNA-DNA??, Dentre as espécies descritas h4, pelo menos, quatro

genomoespécies que ainda ndo foram nomeadas, sendo estas alocadas em quatro grupos?’.

O Grupo 1- L. borgpetersenii, L. broomii, L. fainei, L. inadai, L. interrogans, L.
licerasiae, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii, L. wolffii, L. kirschneri e L. kmetyi que

possuem sorovares patogénicos.
Grupo 2- L. meyeri possui sorovares saprofitas e sorovares patogénicos.
Grupo 3- L. alexanderi possui sorovares saprofitas e outros desconhecidos.
Grupo 4- L. biflexa e L. wolbachii contem cepas saprofitas

A reclassificacdo taxondmica das leptospiras, por genotipagem fornece bom

fundamento para uma nova classificagdo™.

4.3 PATOGENESE

As portas de entrada para estas delgadas bactérias sdo as mucosas oral, nasal,
conjuntival e genital, além de pele e tecidos lesados. Também podem penetrar ativamente
através da pele integra ap6s imersdo em agua contaminada por tempo prolongado, permitindo
a dilatacdo dos poros?®® #. As bactérias sdo fagocitadas por macréfagos na presenca de
anticorpos especificos. As cepas virulentas associam-se aos neutrofilos, mas ndo séo
destruidas. A fagocitose ocorre apenas na presenca de soro e complemento, sugerindo que o
envelope exterior da bactéria tenha um componente antifagocitico. O LPS anti-leptospira
estimula a adesdo dos neutrofilos as células endoteliais além de causar agregacdo plaquetaria,
sugerindo um papel importante no desenvolvimento de trombocitopenia®. Dependendo da
resisténcia do hospedeiro e a producdo de anticorpos circulantes, as leptospiras deixam a
corrente circulatoria e passam a persistir nos 6rgdos e tecidos do sistema imune, sendo a
localizagdo renal a mais importante do ponto de vista epidemiologico, pois a urina passa a ser

a principal via de eliminacéo da bactéria®.
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4.4 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O principal reservatorio e constituido pelos roedores das espécies Rattus norvegicus
(ratazana ou rato de esgoto), Rattus rattus (rato de telhado ou rato preto) e Mus musculus
(camundongo ou catita). Estes animais albergam leptospiras nos rins, eliminando-as vivas no
meio ambiente e contaminando agua, solo e alimentos. O R. norvegicus é o principal portador
do sorovar Icterohaemorraghiae, um dos mais patogénicos para 0 homem’.

Estes animais vivem em qualquer ambiente terrestre que lhes dé condigdes de
sobrevivéncia e apresentam excelente adaptacdo ecoldgica, tolerando os climas mais
extremos. Suportam grandes altitudes e podem mostrar inUmeras adaptacdes fisioldgicas.
Algumas espécies sdo consideradas sinantropicas por associarem-se ao homem em virtude de
terem seus ambientes modificados pela prépria acdo antrépica e sdo separadas em comensais
(aqueles que dependem unicamente do ambiente do homem) e ndo comensais ou silvestres
(ainda ndo inteiramente dependentes do ambiente antrépico). Neste ultimo, ha formacéo de
colonias no ambiente silvestre, afastado do contato com o homem, no entanto as
transformacdes ambientais, decorrentes dos processos de urbanizacdo associados as mudancas
de ecossistemas naturais permite que esta divisdo em comensais e ndo comensais, ndo seja
permanente. Algumas espécies ja apresentam populacées com elevado grau de sinantropia®.

Além da proximidade dos roedores ao ambiente humano, os riscos de infecgdo
aumentam devido a capacidade da bactéria poder sobreviver em ambiente Umido por um
longo periodo®:. Locais arborizados e sombreados, alta umidade, higienizacdo precéria,
circulagdo de animais sinantrépicos, foram relatados por Machado e colaboradores® como
fatores associados a maior predisposicao a infeccdo por leptospiras em mamiferos, bem como
0 contato direto com a fonte de infecgé&o.

Outros reservatorios sdo suinos, bovinos, equinos, ovinos, caprinos e os cies™.
Levantamentos sorologicos tém demonstrado o envolvimento de diferentes espécies
sinantropicas e silvestres na epidemiologia da doenca. Dentre as espécies citadas, destacam-se
0s cdes, como importante elo na transmissdo da doenca ao homem, pois podem manter a
bactéria por periodo prolongado nos rins, podendo elimina-la na urina sem apresentar sinais
clinicos ou ap6s obter melhora clinica. Esse fato se torna mais agravante devido aos habitos

domésticos desses animais e sua estreita relacido com os humanos**,
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4.5 IMPORTANCIA PARA SAUDE PUBLICA

A leptospirose é uma enfermidade de notificacdo compulséria em todo o Brasil. Quando
ha casos suspeitos, deve-se realizar a notificacdo a vigilancia epidemiolégica municipal para
inclusdo no Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN)® *°. Possui grande
importancia social e econdmica devido a sua alta incidéncia e percentual significativo das
internacdes, alto custo hospitalar e perdas de dias de trabalho, como também por sua
letalidade®. Nos paises com clima temperado, os grupos de maiores riscos estdo entre os
agricultores, fazendeiros, tratadores de animais, veterinarios, profissionais que tenham contato
com animais e militares™.

Barcellos e Sabroza®’, analisando o contexto ambiental de um surto de leptospirose em
1996 na zona oeste do Rio de Janeiro, verificaram que as maiores taxas de incidéncia
ocorreram nas regides sujeitas a inundacdo e ao redor das zonas de acumulacdo de lixo,
apontando para a combinacdo de fatores sociais e ambientais. Reis e colaboradores®
encontraram a prevaléncia de 15,4% em uma localidade de baixa condigéo de vida na cidade
de Salvador, sendo observada elevada prevaléncia entre adolescentes e adultos.

As condicdes de pobreza favorecem a prevaléncia das chamadas “negligenciadas”, que
permanecem ndo somente nestas condi¢cdes, mas também contribuem para a manutencdo do
quadro de desigualdades. Este termo tem sido utilizado para se referir a um conjunto de
doencas causadas por agentes infecciosos e parasitarios que ocorrem de maneira endémica em
populacdes de baixa renda e esta denominagdo tomou como base o fato de que por um lado
tais doencas ndo despertam o interesse comercial para as grandes empresas farmacéuticas
multinacionais e por outro os seus estudos vem sendo pouco financiado pelas agéncias de
fomento®. A leptospirose é uma patologia que ndo consta na lista das doencas negligenciadas,
no entanto Hotez e colaboradores® afirmam que uma lista expandida poderia facilmente
inclui-la, além de algumas outras doencas que ocorrem de forma ciclica e endémica.

A distribuicdo temporal da leptospirose entre 0s anos de 1995 e 1999 mostra a
ocorréncia de uma grande epidemia, alguns dias apds o Municipio do Rio de Janeiro ter sido
assolado por fortes tempestades no més de fevereiro de 1996*. No Brasil, entre os anos 2000
e 2011, foram confirmados 44.447 casos. Em 2000 foram 3.487 e em 2011 este nimero
chegou a 4.684. Do total de confirmacdes, 0 maior nimero foi observado na regido Sudeste,
com 15.850 casos registrados no periodo®.

Em relacdo aos animais domeésticos, o cdo é um elemento importante na transmissao da

doenca tanto para o homem, devido & sua proximidade, quanto para outros animais. Em
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estudo realizado por Freire e colaboradores®® foram analisadas 120 amostras de soro
sanguineo de cdes com clinica sugestiva de leptospirose no periodo de marco a novembro de
2004. Para o diagnéstico, foi utilizada a técnica sorologica de microaglutinacdo, considerada
“padrao ouro” pelo Ministério da Satde. Das amostras estudadas, 88 (73,3%) obtiveram
positividade na sorologia. Verificou-se amplo predominio para o sorvar Icterohaemorrhagiae,
com 60 amostras reativas (50%), seguido de Copenhageni, com 19 amostras reativas (15,8%)
e Canicola, com nove amostras reativas (7,5%).

Para Bharti e colaboradores** o conhecimento da prevaléncia dos sorovares bem como
0s hospedeiros mantenedores em cada regido é de extrema importancia para se entender a
epidemiologia da doenca, visto que a manutencdo e prevaléncia de sorovares distintos dentro

de uma populacédo dependem dos reservatdrios animais e dos sorovares que eles albergam.

4.6 ASPECTOS CLINICOS DA LEPTOSPIROSE

4.6.1 Leptospirose Humana

A leptospirose humana possui apresentagdes clinicas variaveis compreendendo as
formas assintomaticas, subclinicas e quadros clinicos graves. Para melhor compreensdo, as
formas clinicas da leptospirose sdo divididas em fase precoce ou de leptospiremia e fase tardia
ou fase imune™.

A fase precoce da doenca se manifesta com inicio subito de febre, cefaleia, mialgia,
anorexia, nauseas e vOmitos. Podem ocorrer diarreia, artralgia, hiperemia, tosse seca,
fotofobia, dor ocular e hemorragia conjuntival. Esta fase tende a ser autolimitada e regride em
trés a sete dias, sem deixar sequelas. Costuma ser diagnosticada como uma “sindrome gripal”,
“virose” ou outras doengas que ocorrem na mesma €poca, como dengue ou influenza.
Geralmente, a leptospirose é associada a intensas dores musculares, principalmente em regido
lombar e nas panturrilhas. No entanto, nenhum desses sinais clinicos é suficientemente
sensfvel ou especifico para diferenciar a leptospirose de outras doencas febris agudas™*.

A manifestacdo classica da leptospirose grave € a sindrome de Weil, que se caracteriza
por ictericia, insuficiéncia renal aguda e hemorragias. Entretanto, essas manifestacbes podem
se apresentar concomitantemente ou isoladamente na fase tardia da doenca. A sindrome de

hemorragia pulmonar onde ocorre lesdo pulmonar aguda sangramento pulmonar macico tem
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sido reconhecida, cada vez mais, como uma manifestacdo importante na fase tardia da

doenca’.

4.6.2 Leptospirose Animal

A leptospirose representa um grande problema econdmico produzindo abortos,
natimortos, infertilidade, déficit de crescimento, producdo de leite reduzida e morte de
animais, como vacas, porcos, ovelhas, cabras, cavalos e cées®.

Nos equinos a apresentacdo clinica habitual é de uma febre ligeira, acompanhada de
anorexia. Nas formas mais graves, derrame conjuntival, petéquias em mucosas,
hemoglobindria, anemia, ictericia, depressdo e fraqueza. Em éguas prenhes pode ocorrer
abortamento e os potros recém-natos, infectados no Utero, podem mostrar sinais clinicos
graves e morrer®, Um diferencial em equinos é o aparecimento de complicacdes oculares apés
a fase de laténcia da doenca. A presenca de Leptospira no interior do globo ocular causa
uveite progressiva, podendo resultar em cegueira®. Os sorovares frequentemente encontrados
nesta espécie em diversos estados brasileiros sdo Icterohaemorrhagiae, Pyrogenes, Hardjo,
Pomona, Patoc, Castellonis, Autumnalis e Grippotyphosa™.

Bovinos infectados podem apresentar infertilidade, mastites, abortos, retencdo da
placenta, alteracdes congénitas, natimortalidade e variedade de bezerros prematuros.
Dependendo da variedade de sorovares infectantes, alguns bezerros podem apresentar anemia
hemolitica, congestdo pulmonar, meningite, leve ictericia, rins aumentados de volume,
diminuicdo da ruminacdo, hemoglobinidria e 6bito. Esta doenca causa grandes prejuizos
econdmicos devido ao aumento do intervalo entre partos e a diminui¢do da producéo de leite e
de carne consumiveis?®. Os inquéritos sorolégicos realizados em populaces bovinas, no
territério brasileiro, evidenciam como importantes os sorovares Hardjo, Wolffi, Pomona,

Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e Canicola, sendo mais prevalente o sorovar Hardjo** 4"

48

Em suinos jovens ocorre a leptospirose aguda, com hipertermia, perda de apetite, olhos
vermelhos, ictericia e convulsdes. Leitdes recém-nascidos podem desenvolver hemorragias,
hematuria, ictericia e sinais de insuficiéncia renal, podendo levar a morte. Natimortos,
abortamentos, nascimento de leitdes fracos ou doentes, sd0 muitas vezes 0s primeiros e 0s
unicos sinais da leptospirose. Mas normalmente a infeccdo nesta espécie € subclinica,

ocorrendo excrecdo da bactéria pela urina por longos periodos de tempo, tornando os suinos
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uma fonte de infeccdo para outras espécies que sdo mais gravemente afetadas®. Os sorovares
frequentemente encontrados nos suinos sao Pomona, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi,
Canicola, Gryppotyphosa, Bratislava e Muenchen®.

Nos ovinos a doenca tem importancia social e econdmica regional, pois se tratam de
animais de producdo, em especial nas regides sul e nordeste do Brasil. A localizagéo renal das
leptospiras e sua multiplicacdo colocam em risco a sanidade do rebanho e a saide humana,
pela possibilidade de contaminagdo ambiental através da urina infectada®. No quadro agudo o
animal apresenta anorexia, febre, hemoglobinuria, diarreia, anemia, ictericia, sinais nervosos e
aborto; e no crénico leptospirtria por meses®. Carvalho e colaboradores®® encontraram os
sorovares Autumnalis, Castellonis, Grippothyphosa, Pyrogenes, Butembo e Pomona em
ovinos no estado do Piaui.

Em relagdo aos gatos, os relatos sdo raros e os sinais clinicos em geral sdo brandos ou
inaparentes, mesmo que haja leptospiremia e leptospirria, inflamages renais e hepaticas* .
Um estudo realisado por Larsson e colaboradores®® constatou que nenhuns dos dez gatos
inoculados com sorovares Icterohaemorrhagiae e Canicola apresentaram sinais clinicos
compativeis com a doenca, no entanto 90% deles apresentaram aglutininas anti-Leptospira,
sendo possivel detectd-las na urina por até 12 semanas apds a inoculacéo.

Tratando-se de animais silvestres, a leptospirose ainda é pouco estudada na fauna
brasileira 0 que gera uma lacuna no estudo da cadeia epidemiologica da leptospirose,
dificultando a elaboracdo de planos estratégicos para o controle da doenca em regides com
vasta densidade de animais, matas e rios>. O melhor conhecimento da leptospirose na fauna
silvestre é de grande importancia para o controle e profilaxia da enfermidade nas espécies
doméstica e humana.

No Brasil, os sorovares Canicola, Pyrogenes, Grippotyphosa, Pomona, Ballum,
Australis, Mangus, Wolffi, Swajizak, Brasiliensis, Guaratuba, Gauicurus e Goiano foram
isolados de animais silvestres® *°. Milagres®” encontrou soropositividade em amostras de
soros de capivara nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo para os sorovares Andarmana,
Australis, Copenhageni, Hardjo e Icterohaemorrhagiae. Machado e
colaboradores®?encontraram sorpositividade em diversas espécies, pertencentes ao zooldgico

municipal de Uberaba, MG.
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4.7 LEPTOSPIROSE CANINA

No Brasil existem diversas linhas de pesquisa focadas na investigacdo de casos de
leptospirose canina com o intuito de estimar sua ocorréncia e distinguir os sorovares mais
frequentes em diferentes regides, sendo considerada uma doenga endémica no pais e 0 cdo um
elemento importante na transmissdo da enfermidade para diversas espécies, incluindo o

homem® %8

. Esta importéncia sé ndo se destaca a dos roedores, devido a estes serem
portadores assintomaticos e reservatorios naturais da doenca que, histérica e
epidemiologicamente, sempre assumiram posicdo de destaque como fonte de infeccdo para os

humanos e outros animais®®.

A Secretaria Municipal de Salde de S&o Paulo disponibiliza uma publicacdo
denominada Manual do Educador que classifica os cdes de comunidade da seguinte

maneira®:

Cdes de proprietarios e supervisionados: S&o aqueles animais inteiramente

domiciliados.

Cées de familia ou semidomiciliados: Aqueles que dependem do proprietario para

alimentacéo e abrigo, porém nédo tém restricdo de movimentacao, tém acesso as ruas.

Cées de vizinhanca: Animais que a comunidade se encarrega de alimentar e cuidar, mas

ndo possuem um responsavel por eles. Vivem soltos e se abrigam em qualquer lugar.

Cées errantes ou ferais: Os animais que compdem esta classificacdo vivem praticamente

sem contato com humanos, sao independentes e sem controle.

Esta classificagdo permite identificar os animais denominados de “familia e
vizinhanga”, como aqueles que oferecem maior risco de transmissdo de zoonoses. Segundo
Magalhaes e colaboradores® este grupo de animais possuem 3,59 vezes maior risco de se

infectarem com Leptospira.

4.7.1 Aspectos clinicos da leptospirose canina

A leptospirose no cdo pode ser manifestada de formas variadas podendo ser hiperaguda,
aguda, subaguda, cronica e assintomatica®®. Os animais que sobrevivem & fase aguda da
doenca podem se tornar portadores assintomaticos e eliminar leptospiras no ambiente através

da urina®. Na fase de leptospiremia, o figado é um dos primeiros locais a ser atingido,
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acarretando necrose dos hepatdcitos, colestase intrahepatica com consequente diminuigdo da
excrecdo da bilirrubina® ®. O cio pode manifestar alteracdes sistémicas da enfermidade:
febre, depressao, anorexia, vomito, dores musculares, dor renal, meningite, desidratacéo e
congestdo de membranas mucosas, em alguns animais ocorrem também colapso vascular e
morte superaguda®. Segundo Acha e Szyfres™ a infeccdo pode variar desde uma forma
assintomatica até quadros clinicos mais graves, sendo a hemorragica, a forma mais grave da
doenca. Ela instala-se repentinamente em trés a quatro dias com sinais de febre seguida por
rigidez e mialgias dos membros posteriores, hemorragias na cavidade bucal podendo levar a
necrose e faringite, seguidas posteriormente de hemorragias gastrointestinais, nefrite aguda e
ictericia.

A ictericia ocorre principalmente devido a lesdo hepética, concomitantemente, 0s rins
comecam a ter problemas de filtracdo levando a um quadro de uremia onde o animal
apresenta halito de aménia. Este é o quadro agudo da doenca no homem e no cdo com
duracdo de quatro a sete dias?®. As manifestacdes pulmonares, como a pneumonia intersticial,
sdo menos frequentes em cdes do que em seres humanos, sendo acompanhadas de respiracao
dificil e tosse™.

Segundo Acha e Szyfres® os sorovares predominantes nos cdes sdo Canicola e
Icterohaemorrhagiae. Melo e Manhoso® em uma revisdo sobre os aspectos epidemioldgicos
da leptospirose canina no Brasil, notaram uma predominancia do sorovar Canicola, seguido
pelo Copenhageni, Icterohaemorrhagiae e Autumnalis.

A infeccdo do cdo por outros sorovares estd na dependéncia da existéncia do portador
natural nas proximidades, em quantidade suficiente para contaminar o0 meio ambiente. Por
exemplo, cdes que adquirem a infeccdo pelo sorovar Grippotyphosa sdo geralmente os cédes de
caca ou que residem em &reas suburbanas, onde podem ser encontrados roedores e outros

mamiferos silvestres®.

4.7.2 Métodos diagndsticos

O diagndstico clinico da leptospirose requer a confianga decorrente de experiéncias,
apoiada por confirmacéo laboratorial. Os sintomas nao sdo patognoménicos, logo o ambiente
epidemioldgico, historia clinica, sintomas e achados no exame fisico podem permitir um
diagnéstico clinico, no entanto faz-se necessaria a associagdo das caracteristicas clinico-

epidemioldgicas e laboratoriais para a confirmacdo. Existem diversos métodos laboratoriais
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para o diagndstico da leptospirose, tais como: Os Testes simples de macroaglutinacdo e o
imunoenzimatico- ELISA IgM. O teste soroldgico de microaglutinacdo e a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) também sdo recomendados para diagnéstico e investigacao
epidemioldgica. Para esclarecimento etioldgico de oObitos deve-se realizar os testes
histopatoldgicos além da pesquisa de leptospiras por coloragbes especiais ou
imunohistoquimica (cérebro, pulméo, rim, figado, pancreas e coracéo)® ° *°.

O método laboratorial de escolha depende da fase evolutiva em que se encontra o
paciente. Na fase aguda, durante o periodo febril, as leptospiras podem ser visualizadas no
sangue através de exame direto ou a partir de cultura em meios apropriados ou de inoculacéo
em animais de laborat6rio®®. A maioria dos laboratérios veterinarios oferece somente o teste
de aglutinacdo microscopica e alguns tentam a cultura bacteriana. As técnicas de ELISA,
anticorpos fluorescentes, PCR, ou isolamento das leptospiras das amostras biolégicas, podem
ser feitas em laboratérios de referéncia. O diagnostico diferencial em cdes inclui a erlichiose,

riquetsioses, hepatite canina e anemia hemolitica autoimune®.

4.7.2.1 Hematologia e bioquimica.

O diagndstico da leptospirose em cdes necessita de exames laboratoriais
complementares, associados as manifestacfes clinicas sugestivas, como vomito, diarreia,
anorexia, mucosas ou conjuntivas amareladas, sensibilidade abdominal ou lombar. Na
hematologia durante a fase inicial da doenca, quando ha leptospiremia, pode-se encontrar
leucopenia que evolui para leucocitose com neutrofilia e desvio a esquerda com a progressao
da doenca, além da possibilidade de haver variados graus de anemia. Nos cdes em estado
grave pode haver trombocitopenia. Exames bioquimicos revelam frequentemente aumento
dos niveis séricos de ureia e creatinina, que variam de acordo com o grau de leséo renal. As
alteragBes das enzimas hepaticas alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA),
assim como 0s niveis séricos de bilirrubina, variam com a gravidade da lesdo hepética. A

urinalise revela geralmente densidade baixa, glicosuria, proteindria e bilirrubinaria®’.

4.7.2.2 Exame direto

As espiroquetas podem ser visualizadas por diversas técnicas microscopicas. A pesquisa

pode ser realizada através da microscopia em campo escuro, microscopia comum em campo
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claro corada pelo vermelho do Congo, através da impregnacdo pela prata, também conhecido
como o método de Fontana-Tribondeau e ainda por microscopia de fluorescéncia'’. Estes
exames podem ser realizados a partir de amostras de urina, sangue, sémen e liquidos

resultantes do contetido gastrico de fetos abortados®®.

4.7.2.3 Cultura sanguinea

O periodo ideal para realizacdo da hemocultura € na fase aguda da doenca,
preferencialmente até o 7° dia do inicio dos sintomas. E um método demorado, somente
verificando amostras positivas ap6s algumas semanas, 0 que proporciona sempre diagnostico
retrospectivo®. Além disto, esta fase tende a ser auto limitada e regride em trés a sete dias,
sem deixar sequelas e ndo ¢ incomum ser diagnosticada como uma “virose” ou outras doengas
que ocorram na mesma época, como dengue™®,

Nos cées, pode-se realizar a cultura a partir de sangue, liquor e urina®, sendo
recomendado o uso de meios seletivos de Fletcher ou de Ellinghausen (EMJH) enriquecido
com antimicrobianos e soro-albumina bovina®.

Varios fatores estdo relacionados a baixa sensibilidade das hemoculturas, entre eles, a
interferéncia de anticorpos especificos presentes no sangue, a dificuldade de crescimento “in
vitro” do micro-organismo, mesmo em meios enriquecidos e 0 uso precoce e indiscriminado
de antibiéticos®®. No entanto, o isolamento da bactéria indica o diagnéstico definitivo da
infeccdo e proporciona estudos epidemioldgicos e profilaticos da leptospirose nas regides

acometidas’.

4.7.2.4 Inoculacdo em animais de laboratorio

Em relacdo ao diagndstico clinico, este método ndo é vantajoso quando comparado com
0s outros existentes. No entanto pode ser utilizado para manutencao, em laboratério, de cepas
que ndo se adaptam muito bem aos meios de cultura. Para isso geralmente utilizam os cobaias

e os hamsters’*.
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4.7.2.5 Ensaio Imunoenzimaético (ELISA-IgM)

Neste método, é utilizado soro sanguineo do paciente. Nele, é possivel detectar
anticorpos a partir da primeira semana da doenca até um ou dois meses ap6s. O periodo ideal
para coleta € durante a fase aguda. Caso o teste indique um resultado negativo, indica-se
repeticdo do mesmo em cinco a sete dias'®. Com este método é possivel distinguir anticorpos
da classe IgM e 1gG. Na fase aguda, os cées apresentam titulos elevados de IgM (maior que
1:320)".

Este teste tem sido considerado bastante sensivel, porém inclui desvantagens como a

falta de especificidade, a relagdo entre niveis de anticorpos e estado imune do animal”®.

4.7.2.6 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

Esta técnica ainda tem sido utilizada de maneira restrita a area de pesquisa e a
laboratdrios de referéncia. O diagndstico € possivel nos estagios iniciais da doenca sendo
possivel obtencdo do DNA bacteriano em quaisquer fluidos bioldgicos, dispensando a
necessidade da presenca de anticorpos™.

O método em questdo € um meio eficaz de diagnostico antes do desenvolvimento do

titulo do anticorpo ou quando os titulos est&o baixos e o curso clinico confuso’.

4.7.2.7 Histopatologia e Imunohistoquimica

E um meio diagnéstico mais empregado apds o 6bito de pacientes suspeitos. Neste caso
sdo coletadas amostras de diversos 6rgdos, incluindo cérebro, figado, rins, pancreas, pulméo,
coragdo e masculo esquelético, recomenda-se musculatura da panturrilha. Para Levett 6rgaos

como rins, figado, coracdo e pulmdes sdo melhores visualizados pela histopatologia®.

4.7.2.8 Teste de aglutinagdo microscépica (MAT)

Esta técnica é realizada a partir de antigenos vivos e considerada pelo Ministério da
Saude (MS) como o exame laboratorial “padrdo ouro” para a confirmacao do diagnostico da

leptospirose, pois alem de detectar anticorpos especificos, classifica os sorovares isolados.
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As leptospiras vivas crescidas no meio liquido sdo expostas a diluicdo em série do soro
do paciente. O anticorpo no soro do paciente causa aglutinacdo do organismo. O titulo
relatado contra um sorovar em particular reflete a diluicdo de soro mais alta que causara a
aglutinacdo de 50% do sorovar’®. Pacientes normalmente produzem anticorpos aglutinantes
contra o sorovar infectante, entretanto muitas vezes é observada reacdo cruzada com outros
sorovares, isto é particularmente visivel no inicio do curso da infeccdo®.

A associacdo de constatagdes clinicas, historico e exames laboratoriais compativeis com
0 quadro da doenca em pacientes cuja sorologia revela um titulo alto sdo suficientes para
concluir o diagndstico. A reagdo cruzada contra sorovares diversos, geralmente resulta em
titulos elevados para varios sorovares durante a fase aguda da doenca®. O sorovar que anula o
titulo mais alto é normalmente considerado o agente infectante; titulos mais baixos sdo
atribuidos & reacdo cruzada’. Os titulos de aglutinacdo microscépica podem ser negativos
durante a primeira semana de infeccao™

Apesar de ndo existir obrigatoriamente uma relacdo entre titulo soroldgico e infeccéo,
nos cées, tradicionalmente considera-se suspeito quando o titulo for igual ou superior a 200,
embora diluices com titulos positivos de 100 sejam suficientes para confirmar diagnéstico .
Muitos autores contestam esta ideia, aceitando diferentes valores de titulo como 200, 400 e
800%°. Alguns cdes desenvolvem elevados titulos (aproximadamente 3200) apds a vacinacio,
que vai declinando com o passar do tempo, podendo persistir por até seis meses apos a
imunizacdo®, logo, é imprescindivel a anamnese a respeito do histérico vacinal contra
leptospirose, pois os cdes vacinados podem apresentar titulos para sorovares contidos na
vacina. Dados como o uso precoce de antibiotico ou administracdo de corticosteroides sdo
importantes, pois podem inibir titulos convalescentes®’.

Vaérios aspectos do teste de microaglutinacdo sdo importantes na execucdo de um
diagndstico apurado. A reacdo cruzada contra sorovares multiplos frequentemente resulta no
titulo aumentado contra varios sorovares durante a fase aguda da doenca®. Recomenda-se
testar 0 soro suspeito com um maior nimero de antigenos possiveis, dentre 0s que
representam o0s principais sorovares comuns na regido de ocorréncia de casos da doenca para

que possam ser detectados sorovares pouco comuns ou n3o detectados até entdo’’.
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4.7.3 Imunidade e imunizagdo

A imunidade em relacdo a leptospirose é principalmente, humoral, envolvendo a
opsonizacdo de leptospiras por fagdcitos como macréfagos e neutréfilos’®, podendo ser
transmitida através da placenta, do colostro e do soro®. No entanto, Marinho e
colaboradores™, afirmam que a resposta imune celular é consideravelmente importante,
devido a atividade dos macrdéfagos e a producdo de citocinas, para conter 0 processo
infeccioso. A resposta humoral é demonstrada por testes sorolégicos com uma maior
atividade de anticorpos da classe 19G e IgM, apés infeccdo natural ou imunizagdo®. Um
mesmo individuo pode apresentar a doenga mais de uma vez, se 0 agente causal de cada
infeccdo pertencer a um sorovar distinto do anterior, pois a imunidade adquirida pos-contagio
é sorovar especifica’.

Ainda ndo existe no Brasil vacina humana disponivel para leptospirose®. Para uso
humano, Cuba e China desenvolveram vacinas que mostraram eficacia de 78% e 75%,
respectivamente, prevenindo a manifestacdo clinica da doenca por um periodo de um ano.
Estas vacinas ndo conferem imunidade cruzada e ndo apresentam imunidade duradoura, séo
especificas para os sorogrupos que as compdem® &,

As vacinas contra leptospirose disponiveis no mercado para animais domésticos sdo as
chamadas bacterinas, que conferem imunidade pouco duradoura, cerca de seis meses® e sdo
sorovar especificas, com isso faz-se necessaria a repeticdo semestral da vacina para que a
imunidade seja mantida, no entanto Klaasen e colaboradores®® afirmaram que os cdes
imunizados apresentam-se reagentes com resposta duradoura de um ano frente a desafios pos-
vacinais. Além da questdo da duracdo da resposta imunoldgica, as vacinas sao produzidas
com um sorovar ou associacdes restritas de sorovares, o que limita a protecdo dos animais, ja
que existem cerca de 250 sorovares distintos®*. Em geral, as vacinas comerciais para cies
incluem geralmente os sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae®.

A imunizacgdo de animais domeésticos € eficaz em reduzir a prevaléncia e a gravidade da
leptospirose canina, evitando que adoegam pelos sorovares componentes da vacina, mas ndo
evita o estado carreador e nem que se que se infectem com outros sorovares. Levando em
consideracdo a estreita relagdo do homem com o cdo em nossa sociedade e com o intuito de
prevenir danos causados por esta doenga, a imunizacdo ainda é a forma mais contundente de
se evitar a infeccdo humana frente a facilidade de contato direto ou indireto com o animal

infectado® *°.
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O levantamento da ocorréncia de diferentes sorovares como Pomona, Hardjo,
Grippotyphosa e Bratislava em cées, traduz a importancia da pesquisa continuada para o
desenvolvimento de novas vacinas contra leptospirose canina com inclusdo de novos

sorovares?’,

4.7.4 Tratamento

A eficécia da terapia da leptospirose em cées depende do diagnostico precoce da doenca
e o tratamento de suporte depende da gravidade da infecgéo, da presenca de disfuncéo renal
ou hepatica e de outros fatores agravantes. A antibioticoterapia é necessaria e a droga de
escolha para o tratamento € a penicilina na dose de 21.000 a 64.000 Ul, a cada oito ou doze
horas por via intravenosa ou intramuscular*® Algumas quinolonas sdo eficazes e podem ser
usadas em combinacdo com penicilina na fase aguda da doenca. A administracdo de
doxiciclina por via oral, na dose 2,5 a 5,0 mg/Kg a cada 12 horas durante duas semanas,

seguindo-se a terapia com penicilina, é indicada para eliminar a fase de portador renal®.

4.7.5 Prevencéo e controle

Para o controle e a prevencdo da leptospirose recomenda-se assisténcia médica
adequada do paciente enfermo além de confirmacdo, notificacdo e investigacdo
epidemioldgica de casos, possibilitando a deteccdo de areas de risco, permitindo acbes de
controle. Alertar a populacdo, para que evite entrar em areas alagadas sem protecao
individual, nos periodos que antecedem a chuva. Controle de roedores (anti-ratizacdo e
desratizacdo) e melhoria das condi¢des higiénico-sanitarias da populacdo. Protecdo e
desinfeccdo de areas contaminadas pela urina destes animais e medidas que tornem o
ambiente impréprio a instalacdo e proliferacdo de roedores. Manter higiene dos canis e de
locais de criagdo animal, retirando sobras alimentares destes animais, pois servem de atrativos
a roedores. Segregacéo e tratamento de animais domésticos infectados e/ou doentes além de

imunizacdo de animais domésticos®®.
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4.7.5 Vigilancia epidemioldgica

A vigilancia epidemioldgica tem como objetivos orientar e adotar medidas de prevencéao
da doenca, em particular, antes dos periodos das grandes chuvas, em areas de ocorréncia
ciclica. Também reduzir a letalidade da doenca, mediante a garantia de diagndstico e
tratamento precoce e adequado. Monitorar a ocorréncia de casos e surtos e determinar a sua
distribuicdo espacial e temporal e identificar os sorovares circulantes em cada area além de
direcionar as medidas preventivas e de controle destinadas a populacdo, ao meio ambiente e
aos reservatorios animais’* .

A leptospirose € um problema de saude publica global e ainda é severamente
negligenciada tendo sua carga global em grande parte desconhecida. Estima-se em meio
milhdo os casos humanos graves por ano sendo, provavelmente, esta incidéncia subestimada e

a carga para satide animal ¢ ainda desconhecida®®.

4.8 PARCERIA DA ENSP E A MARINHA DO BRASIL

A Escola Nacional de Saude Publica (ENSP) e a Marinha do Brasil assinaram um termo
de compromisso com o intuito de desenvolver projetos e atividades, no campo do ensino e
pesquisa em ciéncia e tecnologia e informacdo técnico-cientifica. Estes projetos tém por
objetivo avaliar a prevaléncia de vetores e o risco de transmissdo de agravos como a
leishmaniose, malaria e arboviroses. Também busca a ocorréncia de doengas sexualmente
transmissiveis, enteroparasitos em amostras de fezes, solo e dgua. A parceria também tem
interesse em estudos fitoquimicos e bioldgicos de plantas da restinga, além de promover acdes
de educacdo para satide nas comunidades residentes e efetivos militares da regio®’. Pondo em
pratica esta parceria, pesquisadores da Fiocruz desenvolvem diferentes projetos na ilha, entre
eles encontra-se a investigacdo de leishmaniose visceral em cdes iniciado em 2009. Esses
estudos favorecem, de forma positiva, novas pesquisas na area, pois ja possibilitaram a
realizacdo de um censo da populagédo canina da regido no ano de 2012, sendo contados 116

cies®,
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5 MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo foram utilizadas 234 amostras de soro sanguineo coletadas de
caes na ilha da Marambaia, no decorrer dos anos de 2009 (121/234) e 2012 (113/234), por
pesquisadores da Fiocruz em investigacdo para leishmaniose visceral nestes animais, tratando-
se, portanto de uma amostra de conveniéncia. Estes materiais foram estocados no Laboratério
Nacional de Referéncia de Leptospirose (LNRL-CC/OMS), localizado no Instituto Oswaldo
Cruz (IOC/FIOCRUZ) no municipio do Rio de Janeiro, tendo sido as coletas realizadas nas
seguintes praias da Ilha da Marambaia: Sito, Jodo Manoel, Caju, Suja, Grande, Cutuca, Jose,
Caetana, Pescaria Velha e uma area de mata conhecida como Buraco Quente (figura 3).
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Figura 3: Mapa da llha da Marambaia": Em destaque os pontos onde foram realizadas as
coletas: A: praia do Sitio; B: praia Jodo Manoel; C: Praia do Caju; D: praia Suja; E: Buraco
Quente; F: praia Grande; G: praia do Cutuca; H: praia do José; I: praia da Caetana; J:
Pescaria Velha

' Figura disponivel no Google Earth acessado e editado em 15 de maio de 2013.
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A ilha da Marambaia esté situada no litoral sul do estado do Rio de Janeiro e possui 42
km2, que se liga ao continente por uma faixa de areia de cerca de 40 km de extenséo (figura
3)%. Apresenta relevo variado desde planicies arenosas ao nivel do mar, até a floresta
ombrdfila densa, atingindo o pico da Marambaia com 641m. A regido possui uma parcela
representativa da Mata Pluvial Costeira, possuindo relevo variado, com matas de baixada e de
encosta, incluindo formagdes tipicas de restingas e manguezais®™. Além de ser uma &rea
militar, também é um paraiso ecologico com rica fauna e flora, sendo considerada area de
protecdo ambiental (APA), de vital importancia para o meio ambiente™.

As ilhas costeiras, em grande nimero na costa sul do Estado do Rio de Janeiro estdo
localizadas entre os municipios de Mangaratiba e Paraty e representam fontes importantes de
informacdo bioldgica, especialmente em relacdo a conservacdo da biodiversidade em areas
fragmentadas®. A palavra Marambaia é originaria da lingua tupi-guarani, e significa “cerco
do mar”, nome dado pelos primeiros habitantes da regido a baia que ¢ conhecida como Baia
de Sepetiba®®. O limite geografico da Ilha encontra-se entre o litoral da Barra de Guaratiba, no
municipio do Rio de Janeiro e o distrito de Itacuruca, no municipio de Mangaratiba, estando
ligada ao continente atraves da Restinga da Marambaia.

O acesso a ilha é restrito e controlado pela Marinha do Brasil, onde mantém ali o Centro
de Adestramento da Ilha da Marambaia (CADIM), sendo 0 mesmo permitido aos convidados
das Forcas Armadas e moradores locais. Segundo censo anual realizado pela Marinha do
Brasil existe 352 habitantes, distribuidos em 103 familias". A populacéo civil da ilha recebe
assisténcia médico-ambulatorial fornecida pela Marinha, com intervencdo dos médicos e
enfermeiros do CADIM. Além de prestar este servi¢o, mantém embarcacgdes e lanchas rapidas
para transporte de pacientes em estado grave. As Secretarias Municipal e Estadual de Saude,
do municipio de Mangaratiba dispdem das instalacbes hospitalares do Centro de
Adestramento para auxiliar no controle de zoonoses e realizar atendimento médico preventivo
aos moradores civis da ilha, através de programas de vacinacdo contra gripe para idosos,
vacinacdo para criancas, programa de saude familiar (PSF), fiscalizacdo e controle de
vetores®.

As chuvas sdo comuns na regido, permitindo um excedente hidrico em todos os meses
do ano. Entre novembro e margo ocorrem as maiores precipitacoes e 0S meses mais secos vao

de junho a setembro. As temperaturas médias mensais variam ao longo do ano com amplitude

"' Dados fornecidos pela Marinha do Brasil.
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méaxima de 6 °C, sendo a média do més mais frio de 19 °C, em junho e do més mais quente de
25 °C, em fevereiro®™.

Nas proximidades das residéncias, existem cultivos de subsisténcia, tais como
bananeiras, cana, mandioca e frutiferas. Nas instala¢cbes da Marinha, residem militares e seus
familiares, além de uma populagdo flutuante de militares, professores e prestadores de
servicos que chegam pela manhd e retornam ao continente no final do expediente®,

Encontra-se na ilha animais domésticos, principalmente caes, equinos e aves na regiao
de ocupacdo humana. Também observa-se animais silvestres como primatas, capivaras,
pequenos mamiferos, répteis e anfibios®™. O conhecimento basico da diversidade encontrada

nessas areas ¢ ainda incipiente, muitas vezes nio havendo sequer uma lista de espécies™.

5.1 PROCEDIMETO ETICO E PROVA LABORATORIAL

O procedimento foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais (CEUA) sob
licenca: LW- 82/2010-1",

A prova laboratorial de escolha para realizagdo do inquérito foi a técnica de aglutinacéo
microscopica descrita por Galton e colaboradores®” e Cole e colaboradores®, com uma
colecdo de antigenos vivos que incluem o0s seguintes sorovares: Icterohaemorrhagiae,
Copenhageni, Canicola, Grippotyphosa, Pomona, Australis, Bataviae, Castellonis, Cynopteri,
Javanica, Panam4, Pyrogenes, Hardjo, Sejroe, Patoc, Tarassovi, Autumnalis, Hebdomadis e
Wolffi, pertencentes ao painel de antigenos de referéncia recomendado pela Organizagédo
Mundial de Saude (OMS) para o diagnostico soroldgico da leptospirose na regido estudada,
foi realizada no LNRL-CC/OMS.

"' Em 2009 os soros foram coletados por Alonso, cuja tese de doutorado ainda nao foi publicada. Em 2012 as
coletas foram realizadas por Carmo®®,
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5.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras sanguineas coletadas em 2009 estavam estocadas no Laboratério de
Imunodiagndstico no Departamento de Ciéncias Bioldgicas (DCB/Fiocruz). Os soros obtidos
em 2012, foram transportadas até o Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em
Animais Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO), acondicionadas em caixa térmica contendo
placas de gelo em gel mantendo os soros refrigerados. O soro foi separado por centrifugacao a
3000 rpm por 10 minutos, e através de uma pipeta estéril descartavel o soro separado foi
transferido para microtubos tipo eppendorf e conservado a - 20°C no LAPCLIN-DERMZOO.
Todas as amostras foram transportadas ao LNRL-CC/OMS nas mesmas condicdes até o

momento da realizacdo do teste soroldgico.

5.3 PROCEDIMENTO DA TECNICA DE MICROAGLUTINACAO

Seguindo as recomendacdes de Basil'

, a diluicdo inicial do soro seria na propor¢édo
1:50 [0,1ml (100ul) se soro e 4,9ml de PBS estéril]. No entanto optou-se por uma nova
diluicdo que totalizou 200ul [0,04 ml (40ul) do soro e 0,16 ml (160ul) de PBS estéril], devido
ao baixo volume de algumas amostras, que ndo permitiria a diluicdo recomendada. Este
volume foi 0 maximo, que p6de ser adotado para realizacdo do MAT sem que houvesse perda

de material estudado.

Apbs este procedimento, foi realizada a filtracdo dos soros diluidos, utilizando-se um
filtro com porosidade de 0,45um (para a retencdo de qualquer tipo de sélido em suspenséo,
que possa interferir na leitura ao microscépio). Feito isto, os soros diluidos foram

acondicionados em tubos de ensaio.

5.3.1 Triagem
A triagem consiste da analise da reacdo das cepas de Leptospira sp. com 0s possiveis
anticorpos da classe IgG presentes no soro do paciente.

Foram utilizadas placas de microaglutinacdo (96 pocos, com fundo chato e tampa)

identificadas em sua lateral com o nimero da amostra (Figuras 04 e 05).
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Com um pipetador automatico foram pipetados 50uL de cada amostra diluida em 19
orificios da placa (nimero de antigenos presentes na bateria). Em seguida foram pipetadas
50ul das suspensfes antigénicas correspondentes obtendo-se uma diluicdo final de 1:10
(Figura 06).

Figura 04: Placa de microaglutinacdo Figura 05: Identificacdo lateral das
_(foto Berniz, 2011) placas de microaglutinacdo (foto: Berniz,
2011).

Figura 06: Microdiluicio®.

Apos duas horas de incubacdo que tem por objetivo a ocorréncia da reagdo antigeno-
anticorpo, e com auxilio de uma pipeta automaética, colocou-se uma gota de cada poco,
dispostas em fileiras sobre lamina microscopica (Figura 07), sem utilizacdo de laminula, em
microscopio com condensador de campo escuro com objetiva de 10X e observou-se a

ocorréncia ou ndo de aglutinacéo.

Figura 07: Lamina microscopica contendo gotas da
mistura antigeno-anticorpo, dispostas em fileiras
(Foto: Berniz, 2011).
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A figura 07 mostra uma ldmina com dezenove gotas (nimero de antigenos estudados no
presente trabalho) da mistura do soro com o antigeno testado, depositadas sobre lamina, em
auséncia de laminula. Cada gota (indicada pela seta) € um antigeno diferente, reagindo com o
mesmo soro testado.

O critério para avaliacdo da aglutinacdo foi estabelecido como 1, 2, 3 ou 4 cruzes,
correspondentes a 25, 50, 75 e 100% de leptospiras aglutinadas, respectivamente. O grau de
aglutinacdo € determinado, considerando-se a quantidade de leptospiras livres no campo
microscopico e a quantidade aglutinada. Foram consideradas reacGes positivas aquelas em
que apresentaram 50% ou mais de antigenos aglutinados em relagdo ao controle (figura 08).
As amostras positivas foram tituladas para verificacdo dos titulos de anticorpos aos sorovares

reagentes.

Negativo

Figura 08: ReacOes do teste de aglutinagdo microscopica (MAT) a: lamina controle; b:
Iamina com 25% de aglutinacdo; c: 1dmina com 50% de aglutinagdo; d: lamina com 75% de
aglutinacao; e: 1dmina com 100% de aglutinacao; f: 1amina com 100% de aglutinacao e lises;
g: lamina com 100% de lise; h: 1amina negativa'".

A figura 08 é adaptada de uma publicacdo do autor Céspedes'® que indica as reacdes do
teste de aglutinacdo microscopica onde observam-se laminas sem aglutinacéo (a e h) e outras
com graus variados de aglutinacdo, sendo considerado positivas aquelas que apresentaram
50% ou mais de aglutinacéo (Figura 08 - imagem c - indicada pelo circulo vermelho).

" Figura adaptada de Céspedes'®.
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5.3.2 Titulacéo

A titulagdo tem como base a diluicdo dos anticorpos presentes no soro, e sua reagdo com
0 antigeno. Os soros reagentes sdo testados quantitativamente contra os antigenos com 0s
quais reagiram. Considera-se como titulo, a diluicdo maxima do soro que foi capaz de
aglutinar cerca de 50% das leptospiras.

Seguindo os critérios estabelecidos por nds no laboratdrio, a partir da dilui¢éo inicial
foram preparadas dilui¢cfes consecutivas e ao dobro, nas placas de microaglutinagéo,
correspondendo a titulacdo de um determinado sorovar. Foram pipetados 50ul de PBS estéril
no primeiro poco (orificio de controle do antigeno reagente na triagem). No segundo orificio
da placa foi colocado 100ul do soro diluido (20ul do soro e 80ul de PBS estéril), na
proporcdo 1:5. Do terceiro ao décimo segundo poco foram pipetados 50ul de PBS estéril.
Com auxilio de pipetador automatico, foi retirado 50ul do segundo orificio e adicionado aos
50ul de salina do terceiro pogo, obtendo-se diluicGes em séries e ao dobro, até a o Gltimo
poco, desprezando 50ul finais.

Ap0s duas horas de incubacdo, procedeu-se a leitura, como descrito na etapa de triagem.
Foi considerado como titulo, a maior diluicdo do soro capaz de aglutinar 50% ou mais das
leptospiras em relacdo ao controle. O cut-off (ponto de corte) estabelecido foi 80.

Casos de leptospirose humana foram pesquisados a partir da coleta de dados oficiais
junto aos registros do SINAN, no estado do Rio de janeiro e no municipio de Mangaratiba,
além da investigacdo na Ilha da Marambaia. Neste Gltimo as informacbes obtidas foram
cedidas pela equipe médica da Marinha do Brasil na regido do estudo (ver resultados). A
busca de informacdes de possiveis casos em cdes foi realizada através da avaliacdo de uma
ficha clinica apresentada no momento da coleta do sangue, com questionamentos como idade,
estado fisico geral, escore corporal, coloracdo de mucosas, imunizacao e local de residéncia.
A andlise ambiental foi feita com base em dados geograficos e ambientais disponiveis na

literatura (Carmo®; Conde®; Marinha do Brasil®*; Mattos*®*; Silveira®™).
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6 RESULTADOS

Dos 234 soros de canideos analisados 06 (2,56%) foram sororreagentes na prova de
microaglutinacdo. Os sorovares que reagiram com 0S SOros caninos encontrados foram:
Australis, Copenhageni, Pomona, Patoc e Hebdomadis. As tabelas 1 e 2 mostram 0s
resultados do MAT com as amostras referentes aos anos de 2009 e 2012, respectivamente e 0s

seus titulos.

Tabela 1: Sorovares de Leptospira reagentes no MAT e seus titulos encontrados nas amostras
referentes as coletas realizadas em 2009.

Sorovar Titulo Frequéncia  Frequéncia
absoluta relativa (%0)

80 160 320 640

Australis 1 - - - 1 33,33

Copenhageni - 1 - - 1 33,33

Patoc 1 - - - 1 33,33
Total 2 1 - - 3 100

Nas amostras referentes ao ano de 2009, foram detectadas reacdes para trés sorovares
distintos: Australis, Copenhageni e Patoc, que apresentaram a mesma frequéncia de reacdes,
ndo ocorrendo casos de coaglutinacdo, ou seja, 0s trés animais sororreagentes apresentaram
anticorpos anti-leptospira para sorovares diferentes. Os titulos referentes as reacGes foram:
160 para o sorovar Copenhageni e 80 para os sorovares Australis e Patoc.

Em relacdo as amostras do ano de 2012, foram encontrados os sorovares Australis,

Copenhageni, Hebdomadis e Pomona. Os titulos por sorovar sdo apresentados na tabela-2.
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Tabela 2: Sorovares e respectivos titulos detectados nas amostras referentes as
coletas realizadas em 2012.

Sorovar Titulo Frequéncia Frequéncia
160 320 640 absoluta relativa (%)

Australis 1 - 2 3 42,85
Copenhageni 2 - - 2 28,57
Hebdomadis - 1 - 1 14,29

Pomona - 1 - 1 14,29

Total 3 2 2 7 100

Trés animais foram reagentes a quatro sorovares distintos em 2012. Os titulos referentes
as reacdes foram: 160 para os sorovares Australis e Copenhageni, 320 para 0s sorovares
Hebdomadis e Pomona e 640 para o sorovar Australis.

No ano de 2009, os pesquisadores que estavam investigando leishmaniose visceral
canina na ilha, inseriram um chip de identificacdo em alguns animais. Nesta mesma época um
grupo da prefeitura municipal de Mangaratiba realizou 0 mesmo procedimento em outros
caes, gerando um viés na identificacdo dos animais. Devido a problemas na leitura dos chips,
foi possivel correlacionar os resultados encontrados de apenas um animal nos anos distintos.

A amostra de um mesmo animal, que em 2009 apresentou anticorpos para 0 sorovar
Copenhageni com titulo de 160, em 2012 apresentou a mesma titulacdo para 0 mesmo
sorovar. No entanto, na amostra mais recente, este cdo também apresentou aglutininas anti-
leptospira para os sorovares Autralis, Hebdomadis e Pomona, sendo seus respectivos titulos:
160, 320 e 320.

Considerando a soropositividade acima citada, foi possivel observar a ocorréncia de
dois casos de coaglutinacdo, onde ha reacdo para mais de um sorovar na mesma amostra. Uma
delas reagiu para quatro sorovares distintos e a outra para dois, ambas pertencentes ao ano de

2012. A tabela 3 indica os sorovares encontrados nos dois casos de coaglutinacao.



Tabela 3: Sorovares encontrados nos dois casos de coaglutinagéo.

Sorovar Titulo
160 320 640
Australis - - a/b
Copenhageni alb - -
Hebdomadis - a -
Pomona - a -

*a e b sdo as duas amostras que apresentaram aglutininas anti-leptospira para mais de um
sorovar.
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A amostra (a) reagiu contra os sorovares Australis, Copenhageni, Hebdomadis e

Pomona, com titulos 640, 160, 320 e 320, respectivamente. J& a amostra (b) obteve reacdo

para os sorovares Australis e Copenhageni sendo seus respectivos titulos 640 e 160.

Considerando as maiores titulacfes nos casos de coaglutinacdo e as amostras reagentes

para um Unico sorovar, foram encontradas aglutininas anti-leptospira para trés sorovares

(tabela 4).

Tabela 4: Sorovares considerados reagentes nos anos de 2009 e 2012.

Sorovar Titulo Frequéncia Frequéncia
absoluta relativa (%)
80 160 320 640
Australis 1 1 - 2 4 66,66
Patoc 1 ) - - 1 16,67
Copenhageni - 1 - - 1 16,67
Total 1 2 - 2 6 100

Os sorovares encontrados foram Australis, Patoc e Copenhageni. Uma, das trés

amostras reagentes de 2009, apresentou titulo de 80 para o sorovar Patoc, outra 0 mesmo

titulo para o sorovar Australis e a outra titulo de 160 para o sorovar Copenhageni. As trés

amostras referentes ao ano de 2012 foram reagentes para o sorovar Australis, tendo uma delas
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apresentado titulo de 160 e as outras duas, titulo de 640. A frequéncia maior foi para o sorovar
Australis, representando 66,66% (04/06) das reacdes.

Como explicado anteriormente, existiram problemas na leitura dos chips de
identificacdo, no entanto houve um caso em que foi possivel a correlagdo dos dados. Neste
particular, a amostra referente ao ano de 2009 que reagiu para o sorovar Copenhageni (com
titulo 160) pertence ao mesmo animal, que em 2012, apresentou reacdo para O sorovar
Austrlis (com titulo 640).

6.1 AREA DE ESTUDO - ILHA DA MARAMBAIA

6.1.1 Visita ao local de estudo

Em visita a ilha, foi possivel observar e registrar as condi¢cdes gerais de habitacdo de
alguns moradores da regido. Neste tocante, grande parte da populacdo da ilha vive em
condicBes insalubres e precarias em seus domicilios (figura 09), outra parte dos habitantes
civis, possuem residéncias um pouco melhor estruturadas (figura 10).

FiguraV09: foto de uma residéncia em condi¢des precérias de habitacdo
nailha”.

Foto feita por Danielle Berniz, em visita a ilha no ano de 2012.
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Figura 10: foto de uma residéncia melhor estruturada“".

Os moradores civis vivem nestas condi¢fes de habitacdo, alem disto ndo usufruem do
beneficio da coleta de lixo eficiente, sendo este encontrado no peridomicilio, nas trilhas e

proximo as praias (figuras 11 e 12).

Figura 11: Lixo ensacado proximo a beira da praia".

V! Foto feita por Carmo®, em visita a ilha no ano de 2012.
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Figura 12: Zona de acumulagéo de lixo no peridomicilio".

Além das zonas de acimulo, foi observada a auséncia de tratamento adequado dos

residuos domésticos, sendo o esgoto lancado a céu aberto e préximo as moradias (figura 13).

Figura 13: Esgoto doméstico langado no peridomicilio”.

Durante a visita foi possivel obter de informaces a respeito das fontes e qualidade da
agua potavel na regido. Neste tocante, os civis a obtém diretamente da nascente, nao existindo

nenhum tipo de tratamento.
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Poucas informagOes tém sido disponibilizadas nas bases de dados a respeito da
ocorréncia de leptospirose em municipio menores, como Mangaratiba e seu entorno, nédo
existindo estudos ou notificagcdes a respeito da ocorréncia deste agravo na regido da Ilha da

Marambaia.

6.2 BUSCA DE CASOS EM ANIMAIS E HUMANQOS

Com o auxilio de uma ficha cadastral, contendo os dados dos animais, que foi utilizada
no projeto em que se realizou o inquérito para Leishmaniose visceral canina, foi possivel ter
acesso a informagdes como local de residéncia, idade aproximada, estado fisico geral e
imunizacdo dos animais cujas amostras foram coletadas em 2012.

As trés amostras reagentes sdo de cdes pertencentes a proprietarios diferentes, sendo
dois deles residentes na praia Pescaria VVelha e o outro na praia do Sitio (ambos apresentaram
reacdo para o sorovar Australis). A figura 14 faz referéncia as duas praias onde 0s animais
reagentes residem.

Um animal tinha idade inferior a 12 meses e 0s outros dois entre 1 e 7 anos. Todos 0s
trés animais apresentaram estado fisico geral bom, mucosas normocoradas, nasceram na ilha e

nenhum deles possuia histérico de vacinagdao.

© llha da Maram%jaia - Mangaratiba- RJ, Brasil

-

%*ﬁ o

~4 . =

Figura 14: Mapa da ilha da Marambaia (Google Earth): As marcacdes referem-se
as praias e 0s respectivos sorovares que foram detectados em cdes soropositivos
para Leptospira sp. nos anos de 2009 e 2012. A: praia do Sitio, J: praia Pescaria
Velha.
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Como indicado no mapa 0s animais sororreagentes encontram-se nas extremidades da

ilha, nas praias do Sitio (A) e Pescaria Velha (J).

Um animal da Pescaria Velha apresentou titulacdo 640 para o sorovar Australis. Outro
animal residente na mesma praia, que em 2009 apresentou titulacdo 160 para o sorovar
Copenhageni, em 2012 foi reagente para o sorovar Australis com titulo 640. Na praia do sitio,

foi encontrada reagéo para o sorovar Australis em um animal, com titulagdo 640.

Em relag&o aos casos humanos, foram confirmados e registrados no SINAN, 284 casos
de leptospirose no estado do Rio de janeiro no ano de 2010, sendo este nimero aumentado
para 422 casos no ano seguinte, sem notificacGes para 0 municipio de Mangaratiba em ambos
0s anos. Ja no ano e 2012, este numero foi reduzido para 185 casos no estado, tendo uma
confirmagéo no municipio de Mangaratiba. Até o més de marco de 2013, foram confirmados
39 casos de leptospirose no estado sendo trés deles em Mangaratiba, totalizando quatro casos
no municipio desde 2010 até o periodo citado do presente ano. Destes, trés casos sdo de area
urbana e um de area rural, porém em ambos os casos a infeccdo foi adquirida em ambiente

domiciliar.

N&o existem registros oficiais de casos de leptospirose humana na ilha da Marambaia.
Em conversa com a equipe médica local, ndo houve registros ou suspeitas de leptospirose em
humanos na regido. Possiveis casos de leptospirose animal foram investigados através de
conversas com moradores e ndao ha relatos de casos suspeitos nos animais. Além disto, foi
questionada a presenca de roedores e se haviam areas de alagamento durante as chuvas.
Poucos foram os relatos em relacdo aos roedores e quanto as areas alagadas, estas ndo
ocorrem proximo as casas, no entanto, hd uma regido na entrada da ilha em frente ao CADIM

onde, ap6s grande precipitacdo, geralmente ocorre alagamento.
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7 DISCUSSAO

Este estudo de carater exploratorio, realizado para pesquisa de aglutininas anti-
leptospira em cdes na ilha da Marambaia, foi o primeiro associado ao tema na regido. Outros
trabalhos utilizando provas soroldgicas em amostras sanguineas de caes neste local foram
executados por Carmo® e Alonso”", todavia ambos buscaram possiveis casos de
leishmaniose visceral nestes animais e apesar de algumas amostras terem reagido
positivamente ao MAT no presente trabalho, nenhum dos animais apresentavam alteracéo
clinica sugestiva de leptospirose. Esse fato € apoiado em trabalhos de outros autores que,
assim como em nosso estudo, também encontraram sorologias positivas em caes clinicamente
saudévei3101'102'1°3'104.

Devido a quantidade insuficiente de soro de algumas amostras, utilizamos fatores de
diluicdo alternativos e consideramos o limite de corte na dilui¢do de 1:80, assim como Silva e
colaboradores'®, que agiram de maneira semelhante ao usar a mesma diluicdo inicial
empregada no presente trabalho, diferindo de Jaszczerski*? que optou pela dilui¢do inicial de
1:25. A literatura mostra que diferentes autores adotam limites de corte de 50 ou 100 para
considerar uma amostra positiva, excluindo-se diluicdes menores que estariam na faixa de

inespecificidade inerente a propria técnica® %%,

No entanto, esta questdo ainda €
controversa visto que Freire e colaboradores® consideram negativos titulos abaixo de 200 e
Jaszczerski'?, considerou como soros reagentes aqueles que apresentaram qualquer reag&o ao
MAT.

A anélise dos resultados revelou a ocorréncia de coaglutinacdo, em que um soro reagiu
para mais de uma variante antigénica, o que pode ser indicativo de reacdo cruzada ou o
resultado de infeccdo por mais de um sorovar. Tal hipdtese s6 seria comprovada com 0
isolamento de Leptospira sp. e identificacdo dos sorovares na ilha, sendo assim, 0s sorovares
detectados neste estudo foram: Australis, Copenhageni e Patoc, sendo 0 primeiro mais
prevalente (66,66%). Outros inquéritos semelhantes, encontraram maior prevaléncia para o

sorovar Copenhageni*>'%

, entretanto, a maioria dos trabalhos realizados em cées no Brasil e
no exterior assinalam predominio das variantes Icterohaemorrhagiae e Canicola ao invés do
sorovar Copenhageni'®. Admitindo-se a possivel circulacdo de Australis e Copenhageni na
ilha pelas evidencias sorologicas, pode-se supor que haja reservatorios como roedores urbanos

ou silvestres para a manutencdo de Copenhageni e de reservatorios silvestres para a

V"' Tese de doutorado investigando leishmaniose visceral em caes na ilha da Marambaia, ainda nao publicada.
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manutencdo de Australis. Mascolli e colaboradores'® e Favero e colaboradores® sugerem que
a prevaléncia do sorovar Copenhageni aponta a importancia da populacdo de roedores na
transmissdo da doenca. Weekes e colaboradores'® encontraram prevaléncia para o sorovar
Copenhageni, em cées na ilha de Barbados, provavelmente pelo contato com roedores locais
responsaveis por manter o agente no ambiente, ressaltando a sua importancia na ilha. Suepaul

109

e colaboradores™ também apontaram predominancia do sorovar Copenhageni em roedores e

em cées na India, levando a crer que os sorovares predominantes nos roedores e nos cies de
um mesmo ambiente, sejam semelhantes'®.

Quanto a reacdo positiva para Patoc, um sorovar ndo patogénico incluido na bateria de
antigenos, mas que é utilizado como marcador sorolégico porque costuma reagir
precocemente e apresenta reacdes cruzadas com sorovares ndo saprofitas''®, poderia ser uma
indicacdo da presenca de algum sorovar patogénico ndo detectado no teste convencional. No
entanto esta Ultima hipdtese ndo é consistente com base nos achados, visto que também
poderia ser uma reacdo cruzada ou paradoxal em relacdo a Australis ou Copenhageni. Os
resultados sdo esperados para situacBes ambientais semelhantes, onde existam 0s mesmos
reservatorios e possibilidades de circulacdo da bactéria, mas possivelmente diferente em
alguns aspectos dos achados em cées de areas urbanas e rurais. Desvars e colaboradores™*
acreditam que a leptospirose no meio rural envolva interacfes complexas entre reservatorios
de Leptospira domésticos, silvestres e o ambiente, diferindo das situacGes encontradas no
meio urbano, onde a ocorréncia deste agravo estd associada ao crescimento desordenado das
cidades, incluindo graves problemas de saneamento basico e consequente proliferacdo de
roedores, considerados hospedeiros de manuten¢do de diversos sorovares, contribuindo para a
contaminacao ambiental o que permite infeccdo do cdo e do ser humano®**2,

A frequéncia dos achados (2,56%) no presente estudo € de modo geral bem menor do
que de outros cendrios observados na literatura, provavelmente devido &s condicdes

diferenciadas do local estudado. Lemos e colaboradores®*®

obtiveram 37% de soropositividade
ao analisar 100 amostras de soro provenientes de cdes no municipio de Aracaju. Mascolli e
colaboradores'® encontraram 15% de positividade em 410 amostras de soro de cées, em Sdo
Paulo. Todavia, existem trabalhos que relatam prevaléncias na mesma faixa encontrada, como

o de Jouglard e Brod'*

, que obtiveram frequéncia de 2,66% ao analisar 489 amostras
provenientes de cdes, s6 que de area rural, no municipio de Pelotas (RS), ndo sendo
encontrando correspondéncia, relacionadas a esta frequéncia, em nenhuma outra bibliografia
consultada referente a0 mesmo tipo de ambiente. Os achados no presente estudo diferem

também dos encontrados por Desvars e colaboradores*™®, supondo que a soroprevaléncia da
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doencga seja maior em pequenas ilhas, do que no continente ou em ilhas maiores, no entanto,
com um namero de sorotipos circulantes menor. Deve-se chamar a atencdo novamente para as
peculiaridades da area estudada. Trata-se de uma ilha no Oceano Atlantico, portanto observa-
se relativo isolamento do continente, com densidade populacional humana e de cées limitadas
pela condicdes de vida e trabalho do local. Assim sendo, seria esperado que os resultados néo
fossem comparaveis com areas urbanas ou rurais onde as diferencas nas prevaléncias
encontradas explicam-se em parte pelas condi¢des diferenciadas do ecétopo, do mesmo modo
que as concentragdes populacionais de reservatorios e/ou portadores de leptospiras (roedores e
cdes) sd0 muito maiores no meio urbano do que no rural**. A diversidade limitada de
sorovares encontrados em cada area insular é absolutamente especifica para aquele ambiente e
por um lado, podem ser diretamente correlacionada com a diversidade faunistica da area e,
por outro, com a sua diversidade ambiental™*>.

No presente trabalho os objetos de estudo estéo inseridos em um ambiente insular, o que
requer uma abordagem regional diferenciada, sendo encontrados na literatura, raros trabalhos

198 realizou estudo similar, na ilha de Barbados, onde

com cdes em meio semelhante. Weeks
encontrou alta prevaléncia em cdes com suspeita de leptospirose, apontando para importancia
da espécie e do ambiente na epidemiologia desta doenca. Das poucas referéncias encontradas,
a maior parte busca a investigacdo de casos em humanos ou isolamento e identificacdo de
cepas em outras espécies, como realizado por Gongalves**® que estudou a caracterizagdo dos
primeiros isolados de Leptospira sp. em humanos e em roedores na ilha de Sdo Miguel, em
Portugal, encontrando positividade em ambos e Moraes e colaboradores™’, que encontraram
anticorpos para sorovares patogénicos em equideos criados na ilha de Algodoal, estado do
Paré4. Para Rubel e colaboradores*®, que também realizaram estudo em cées, a prevaléncia de
uma sorovariedade de Leptospira em uma regido, bem como os fatores de risco associados a
ela, estdo na dependéncia de diversos fatores como a densidade populacional do reservatério
animal e o ecossistema no qual vive o cdo, sugerindo inclusive, que em determinados locais,
sdo as condicOes sanitarias criadas pelo homem que favorecem a manutencdo de ciclos de
transmissdo. Para Desrvars e colaboradores’™ os sorovares de Leptospira circulantes em
animais numa ilha sdo especificos para as espécies que colonizam este ambiente e geralmente
sdo encontrados em outras partes do mundo, no entanto, cada ilha representa um ecossistema
unico.

Os cées da ilha, em sua grande maioria, ndo apresentam restricdo de movimentacéo,
possuindo acesso as matas devido ao deslocamento dos seus proprietarios. Como descrito por

Silveira® existe a presenca de animais silvestres na regido, roedores de pequeno e maior porte
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como capivaras, pequenos mamiferos, primatas, répteis e anfibios, o que pode favorecer a
diversidade de sorovares e aumentar a possibilidade de infeccdo canina. Além disto, a
Marinha do Brasil ndo permite o transito de animais entre a ilha e o continente, logo, 0s
animais sororeagentes, nasceram na ilha, o que reforca a possibilidade de circulagdo da
bactéria no local.

Apesar de ndo haver uma lista da fauna associada a area descrita na literatura, € sabido
que esta zoonose, caracteristicamente, pode estar presente em varias espécies animais
servindo como portadores ou reservatorios de leptospiras. Exemplos desta variabilidade
podem ser demonstrados por Souza Junior e colaboradores™®, que encontraram positividade
para 0s sorovares Pomona, Grippothyphosa, Autumnalis, Hebdomadis, Icterohaemorhagiae,
entre outros, em amostras de soro sanguineo de primatas no estado de Tocantins. Em estudo
semelhante, Pimentel e colaboradores®, encontraram o sorovar Copenhageni em primatas,
raposas e guaxinins no estado de Aracaju, SE. No Brasil, ja foram observadas reacdes para

121 capivaras® e em veado-campeiro®, desta maneira outras espécies

este sorovar em javalis
também podem estar participando da cadeia epidemioldgica de determinados sorovares.

Nos trabalhos de campo, foi possivel observar diferentes espécies como equinos, suinos,
felinos, aves e primatas na ilha estudada. Moradores relatam a presenca de capivaras no local,
dado reforcado por Silveira®™, estes animais muitas vezes sdo cacados e servem de alimento

aos moradores e indiretamente, aos cdes. De Paula'??

encontrou soropositividade para 0s
sorovares Copenhageni, Icterohaemorrhagiae e Patoc, em capivaras de vida livre no campus
da Escola Superior de Agricultura “Luis de Queirds” da Universidade de S&o Paulo e
Shimabukuro™® no mesmo estado, encontrou positividade para diversos sorovares, incluindo
0 Copenhageni, também em capivaras, indicando a participacdo da espécie no ciclo silvestre
da doenca™®*. Como j4 relatado, os cées da ilha estudada, tém acesso &s matas e apresentaram
aglutininas anti-leptospira para o sorovar em questdo, o que sugere possivel contato com estes
animais. Os sorovares encontrados em capivaras por diferentes autores revelam semelhancas
aos encontrados nos caninos no presente estudo (Australis, Patoc e Copenhageni). Os

resultados desta pesquisa corroboram com achados de Jouglard e Brod***

que encontraram
positividade para sorovares considerados acidentais para cées, como o Australis. Em regides
particulares, os hospedeiros responsaveis por manter a circulacdo do agente no ambiente, séo
frequentemente espécies silvestres e por vezes, animais domésticos e de produgdo®**.

Os titulos relevantes encontrados no presente estudo variaram entre 80 e 640, e titulos
contra um Uanico sorovar ou 0s que sdo considerados baixos (100 e 200), podem ser

encontrados em amostras de individuos convalescentes como titulo residual de infeccéo
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prévia ou em casos de infeccdo recém-instalada e podem ser significantes em animais ndo
vacinados’®!%* Nenhum animal no momento da coleta apresentou caracteristicas ou
sintomatologia clinica sugestivas de leptospirose, tratando-se, portanto de animais
assintomaticos e com estado fisico geral bom. Almeida e colaboradores'?’, afirmam que
titulos a partir de 1:100 indicam efetividade vacinal, no entanto nenhum dos animais deste
estudo possui histérico de imunizacao, o que sugere contato natural com o antigeno.

A ocupacdo da ilha por parte da Marinha modificou os habitos dos ilhéus e sua
dindmica social, eles foram impedidos de construir, reformar ou ampliar moradias. Por outro
lado, a presenga do comando militar preocupa-se com a preservacdo, principalmente da fauna
e flora da regiao® 2.

No presente trabalho foram encontradas condi¢cfes sanitarias precarias da populacéo
residente na ilha e habitacdes em estado de conservagdo ruim, além da mé qualidade da &gua
para consumo e da ndo existéncia de tratamento adequado dos residuos domeésticos,
observando-se a presenca de esgoto a céu aberto no peridomicilio. Reis e Colaboradores®®
evidenciaram um risco maior de exposi¢do a infeccdo entre pessoas que residem em locais a
menos de 20 metros de esgoto lancado a céu aberto, confirmando a importancia da localiza¢do
da residéncia em areas com precarias condicdes de saneamento. Além desta questéo, Costa™?®
identificou como fator de risco para infestacao de roedores e transmissdo de leptospirose, casa
com paredes sem reboco. A precariedade da conservacao do meio ambiente tem uma ligacao
intima com a casuistica de leptospirose e os principais problemas relacionados a doenca sdo
constituidos pelo acumulo de entulho, drenagem ineficiente de esgoto, condi¢des sanitarias e

de infraestrutura precérias, além do clima Gmido™***

, sugerindo que o ambiente onde
residem os moradores e seus animais na ilha seja propicio para a manutencdo da Leptospira
spp. As atividades de treinamento realizadas pela Marinha do Brasil e o transito de pessoas na
ilha culminam em alteracdes ambientais, e para Confalonieri e colaboradores'® as
transformacdes resultantes da acdo antrdpica contribuem para as modificagdes na natureza,
podendo afetar a saude humana. Grupos populacionais com importantes problemas
socioecondmicos, como a falta de saneamento bésico, estdo mais susceptiveis a doengas, em
particular, a leptospirose®.

No tocante as condi¢des climaticas da ilha, as chuvas sdo comuns na regido, havendo
excedente hidrico praticamente todo 0 ano. A ocorréncia de precipitacdo pluviométrica se da
em sua maior parte, durante o verdo e a umidade relativa do ar durante todo o ano fica
proxima a 81%, isto se d4 em consequéncia da posicdo geografica local*®. Durante periodos

de elevada precipitacdo pluviométrica, o solo permanece Umido podendo levar a formacéao de
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pogas d’agua, o que favorece a sobrevivéncia da bactéria no ambiente durante um periodo
prolongado, levando a um aumento da exposicdo humana e animal ao micro-organismo*** 1"
118 134 " Ainda que ndo existam registros de areas de alagamento préximo &s residéncias, ha
relatos de areas alagadas e com presenca de lama apds chuvas intensas.

Casos humanos foram investigados no SINAN entre os anos de 2010 até o més de
marco de 2013 (més citado no SINAN) e foram observados casos isolados de leptospirose
humana na regido de Mangaratiba. Em 2010 e 2011 ndo houve registros, ja em 2012, ocorreu
um caso e até o més de marco do presente ano, foram trés casos confirmados da doenca no
municipio. Apesar de ndo existirem relatos de casos humanos ou animais de leptospirose na
ilha da Marambaia, a regido possui um ambiente propicio para manutencdo da Leptospira spp.
no local de estudo e para a possivel ocorréncia de infeccdes em cées e em humanos.

No momento da coleta nenhum animal apresentou sintomatologia clinica compativel
com a leptospirose. A sorologia positiva e com titulos relativamente baixos pode indicar
anticorpos residuais, com infeccdo anterior, ou atual, mas assintomatica, no momento da
coleta. Admite-se ainda que os cdes possam ser portadores da bactéria por um periodo
prolongado, ainda que ndo apresentem sinais sugestivos de infeccdo e, nesse caso, poderiam
apresentar risco para a populagdo humana. Os resultados soroldgicos nos cdes indicam a
possibilidade de infeccdo em outras espécies ndo estudadas e na populacdo humana e sao

comumente encontrados em inquéritos sorolégicos® % 3 1%,
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8 CONCLUSOES

1-  As caracteristicas ambientais da ilha favorecem ciclos de transmissédo entre 0s
animais e destes para 0 homem;

2- A deteccdo de sorovares de Leptospira spp. em cdes da Ilha de Marambaia indica
a possibilidade de circulacdo de cepas patogénicos na area, podendo ser
indicacdes de focos silvestres (Australis) e de possibilidades mais caracteristicas
de aglomeracbes urbanas que teriam reservatorios como Rattus norvegicus e
Rattus rattus como potenciais reservatdrios do sorovar Copenhageni.

3-  Nao hé casos caninos € nem humanos relatados na ilha da Marambaia.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Realizacdo de inquérito bacterioldgico visando o isolamento e identificagdo da
bactéria nos potenciais reservatérios da ilha;
¢ Realizacgdo de inquérito soroldgico e epidemioldgico em humanos;

¢ Realizacao de um levantamento da fauna silvestre da ilha.
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