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RESUMO: A leptospirose é uma zoonose de importância em saúde pública global e 

pode acometer praticamente todos os grupos de vertebrados, inclusive répteis. 

Esses animais podem atuar no ciclo epidemiológico da doença mantendo e 

disseminando o agente causador no ambiente. A leptospirose é pouco conhecida em 

serpentes e, por isso, objetivou-se estudar a ocorrência da doença nesses animais. 

Para isso, foi avaliada a ocorrência de anticorpos anti-Leptospira spp. em Crotalus 

durissus collilineatus mantidas em cativeiro e as sorovariedades mais frequentes 

nesses animais, utilizando o teste de Soroaglutinação Microscópica (SAM). Também 

foram avaliadas as alterações nas concentrações de constituintes bioquímicos 

plasmáticos nas serpentes reagentes, relacionadas com o título de anticorpos 

apresentado na SAM. Quase 90% das cascavéis utilizadas nesse estudo foram 

reagentes no teste sorológico com triagem de 1:25 e os sorovares mais frequentes 

foram Javanica, Andamana e Patoc. Os títulos mais frequentes foram 25 e 50, mas 

houve títulos de até 1600. Apesar de aparentemente saudáveis, a avaliação dos 

parâmetros bioquímicos indicou inflamação e infecção mesmo nos animais com 

títulos de anticorpos considerados baixos para mamíferos (≤50). As cascavéis com 

títulos altos apresentaram quadros mais graves que aquelas com títulos menores, 

sugestivos de lesão renal grave e indícios de doença hepática, que são lesões 

características da leptospirose. Serpentes de cativeiro podem atuar como fontes de 

infecção de leptospiras para humanos e outros animais e por isso, é fundamental 

que a doença seja conhecida e controlada em criadouros. A avaliação bioquímica de 

répteis reagentes no teste sorológico pode ser importante para o diagnóstico da 

infecção por Leptospira spp. nesses animais.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Bioquímica plasmática, Leptospira, Serpentes, Soroaglutinação 

Microscópica, Zoonose ocupacional.  

  



 
 

LEPTOSPIROSIS IN RATTLESNAKES Crotalus durissus collilineatus KEPT IN 

CAPTIVITY 

 

ABSTRACT: Leptospirosis is a zoonosis of global public health importance and can 

affect all groups of vertebrates, including reptiles. These animals can play a role in 

the epidemiological cycle of the disease spreading and keeping the causative agent 

in the environment. Leptospirosis is little known in snakes and this study was 

designed to cover the gaps in the occurrence of the disease in these animals. The 

occurrence of anti-Leptospira spp. antibodies in rattlesnakes Crotalus durissus 

collilineatus kept in captivity was evaluated and the most common serotypes in these 

animals were determined using the Microscopic Agglutination Test (MAT). Changes 

in concentrations of plasma biochemical constituents in positive snakes were also 

evaluated, depending on the antibody titre presented at MAT. Almost 90% of the 

rattlesnakes used in this study were positive to the serological test and the most 

common serotypes were Javanica, Andamana and Patoc. The most common titres 

were 25 and 50, but there were titres as high as 1600. Captive snakes can act as 

important sources of leptospira infection for humans and so it is critical that the 

disease is recognized and controlled. Although apparently healthy, alterations in 

biochemical parameters indicated inflammation and infection in animals with low 

antibody titres. Rattlesnakes with high titres showed signs of severe kidney damage 

and liver disease, which are common in leptospirosis. The biochemical assessment 

of positive MAT reptiles may be important to diagnose the infection in these animals. 

 

KEYWORDS: Leptospirosis, Microscopic aglutinattion test, Occupacional zoonosis, 

Plasmatic biochemistry, Snakes. 
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1 CAPÍTULO 1- CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1.1 LEPTOSPIROSE 

 

A leptospirose é uma zoonose reemergente de grande importância em saúde 

pública global. Ocorre em países desenvolvidos e em desenvolvimento, nas áreas 

rural e urbana (VINETZ, 2001). Nos últimos anos, diversos surtos foram registrados, 

principalmente em países de clima tropical e úmido (VIJAYACHARI, SUGUNAN e 

SHRIRAM, 2008). Em algumas áreas da China, Sul da Ásia, África e Américas do 

Sul e Central, a doença é endêmica (DUTTA e CHRISTOPHER, 2005). Os surtos 

geralmente estão associados a chuvas fortes e inundações e frequentemente afetam 

moradores de periferias, turistas que visitam áreas com pouco controle sanitário e 

pessoas que têm contato com animais infectados (VINETZ, 2001; LAU et al., 2010). 

De acordo com Bharti et al. (2003), na maioria dos países afetados, a 

incidência da doença é subestimada devido à falta de diagnóstico e de notificações, 

mas sabe-se que ocorrem mais de um milhão de casos graves de leptospirose 

humana anualmente em todo o mundo (ADLER et al., 2001), porém o número de 

casos em animais é desconhecido (HARTSKEERL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 

2011).  

A Organização Mundial de Saúde (WHO, 2003) estima que a incidência da 

infecção varie de 0,1 a 1/100.000 pessoas em áreas de clima temperado e países 

desenvolvidos e de 1 a 100/100.000 em climas tropicais úmidos e países em 

desenvolvimento. Em surtos epidêmicos, a incidência da doença pode chegar a mais 

de 100/100.000 pessoas e a taxa de mortalidade é significativa (BHARTI et al., 

2003). Ainda assim, a leptospirose é uma doença pouco estudada, pouco conhecida 

e subdiagnosticada (WHO, 2003).  

Trata-se de uma infecção bacteriana causada por espiroquetas do gênero 

Leptospira, da família Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999). 

Existem mais de 260 sorovares de leptospiras patogênicas e 60 sorovares 

considerados saprófitas (ADLER et al., 2011). Há mais de 13 espécies, mas a maior 

parte dos sorovares patogênicos é classificada em Leptospira interrogans e 

Leptospira borgpetersenii, enquanto Leptospira biflexa agrupa os sorovares 

saprófitas (ADLER et al., 2011).   
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Os sorovares patogênicos se alojam nos túbulos renais proximais de 

hospedeiros carreadores e são excretados na urina (ADLER e MOCTEZUMA, 2010). 

Já os sorovares saprófitas existem no ambiente, principalmente no solo e em águas 

superficiais (ADLER et al., 2011). Algumas espécies de animais são tidas como 

principais carreadoras de certos sorovares, atuando como reservatórios naturais, 

mas essa associação não é absoluta (WHO, 2003). Um sorovar pode infectar 

diversas espécies, assim como uma única espécie pode atuar como hospedeiro de 

vários sorovares (WHO, 2003). 

As leptospiras podem infectar praticamente todos os grupos de animais 

vertebrados, sendo que os mamíferos apresentam maior significado epidemiológico 

(BADKE, 2001), já que muitos atuam como reservatórios naturais da bactéria 

(HARTSKEERL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011).  A doença representa um 

importante problema de saúde animal, podendo afetar animais domésticos, 

selvagens e de produção (WHO, 2003). Causa grandes perdas econômicas em 

sistemas de produção animal, principalmente por redução na produção de leite, 

abortos e infertilidade (BENNETT, CHRISTIANSEN e CLIFTON-HADLEY, 1999; 

GROOMS, 2006). No Rio de Janeiro (RJ), por exemplo, é a principal infecção 

causadora de problemas na produção de pequenos ruminantes (MARTINS et al., 

2012).  

Em ecossistemas rurais e urbanos, os principais reservatórios de leptospiras 

são roedores sinantrópicos, especialmente ratazanas e ratos de esgoto (BADKE, 

2001). Nesses animais, há evidências de equilíbrio na relação hospedeiro-parasita 

de forma que animais acometidos não apresentam sinais clínicos da infecção, mas 

eliminam o agente etiológico no meio (ADLER e MOCTEZUMA, 2010). Várias 

espécies animais (incluindo humanos, mais raramente) podem ser carreadores 

renais de leptospiras por longos períodos, o que é fundamental para a persistência e 

epidemiologia da doença (ADLER e MOCTEZUMA, 2010). 

As espiroquetas são capazes de penetrar ativamente nas mucosas, pele 

lesada ou pele íntegra umedecida (IMPPAZ, 1997) e a transmissão da leptospirose 

se dá principalmente de forma indireta, por meio de exposição à água, solo úmido ou 

vegetação contaminada com urina de animais infectados (ETTINGER e FELDMAN, 

2004).  A transmissão direta ocorre pelo contato próximo com urina, sangue, tecidos 

ou órgãos de animais infectados, e já foi evidenciada transmissão transplacentária 

ou ainda através do leite e por ingestão de alimentos contaminados (BRASIL, 1995), 
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inalação de aerossóis contaminados e pelo trato genital de animais domésticos 

(HARTSKEERL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011).  

A transmissão da doença de humano para humano é rara e, quase sempre, a 

urina de animais infectados é a fonte de infecção (seja de maneira direta ou indireta) 

(BHARTI et al., 2003). A leptospirose é também caracterizada como doença 

ocupacional, sendo associada principalmente aos trabalhadores da produção animal 

e agricultura, veterinários, pessoas que trabalham com roedores selvagens ou 

sinantrópicos e pessoas que têm contato com esgoto (ADLER e MOCTEZUMA, 

2010; HARTSKEERL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011).  

No Brasil, houve duas epidemias de leptospirose humana em 1996, uma em 

Salvador, Bahia (KO et al., 1999) e outra no Rio de Janeiro (RJ), onde a doença é 

endêmica (BARCELLOS e SABROZA, 2001; MARTINS e LILENBAUM, 2013). Em 

Salvador, 326 casos da doença foram registrados, sendo que 15% resultaram em 

óbito e 23% necessitaram de tratamento de suporte agressivo, incluindo diálise (KO 

et al., 1999). Desses pacientes, 46% haviam recebido diagnóstico de dengue, o que 

dificultou o tratamento correto, que poderia diminuir a mortalidade (KO et al., 1999).  

Segundo Souza et al. (2011), no ano de 2007, os custos hospitalares para 

tratamento de casos confirmados de leptospirose no Brasil foram de R$ 831,5 mil.   

Além dos custos com tratamento e prejuízos na produção animal, a 

leptospirose pode gerar importante impacto social nas populações afetadas, já que 

os surtos epidêmicos geralmente ocorrem em comunidades pobres, com menor 

acesso a serviços de saúde e saneamento básico, causando redução da capacidade 

de trabalho em longo prazo e, com isso, redução de poder socioeconômico (LAU et 

al., 2010). É quase certo que as atuais mudanças climáticas, o aumento da 

ocorrência de inundações, o crescimento da população e a urbanização levarão a 

um aumento no número de casos de leptospirose em todo o mundo e são 

necessários maiores estudos para compreender a epidemiologia da doença e evitar 

que ocorram maiores danos (LAU et al., 2010). 

 

 1.2 APRESENTAÇÃO CLÍNICA  

 

De maneira geral, nos mamíferos domésticos, após a entrada das leptospiras 

patogênicas no organismo há um período de incubação de dois a cinco dias antes 

que essas atinjam a corrente circulatória. A bactéria se multiplica rapidamente no 
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sangue e em praticamente todos os órgãos e tecidos (CORRÊA e CORRÊA, 1992). 

Por isso, pode causar sintomatologia variada, mas lesa principalmente as células 

hepáticas, renais e esplênicas (ROSE, 1966). Os mecanismos patogênicos pelos 

quais as leptospiras causam danos ao hospedeiro ainda não são bem conhecidos.  

A leptospiremia pode durar aprocimadamente três dias e nesse período pode haver 

febre e anemia por destruição de hemácias (ETTINGER e FELDMAN, 2004). Ocorre 

a colonização dos rins e as espiroquetas persistem no epitélio tubular renal, sendo 

eliminadas na urina (leptospiúria) por tempo indeterminado (ETTINGER e 

FELDMAN, 2004).  

Os sinais clínicos são inespecíficos e variam de acordo com os órgãos em 

que houve multiplicação da bactéria, do estado imunológico do hospedeiro e dos 

sorovares envolvidos, mas é comum a ocorrência de lesões hepáticas e renais. 

Geralmente relata-se febre, anorexia, oligúria, anúria, vômito, desidratação, 

conjuntivite, icterícia (por retenção biliar), insuficiência renal aguda e hepática, 

diarreia sanguinolenta, debilitação e úlceras e hemorragias gástricas e intestinais 

(CORRÊA e CORRÊA, 1992). Quadros reprodutivos podem estar presentes, sendo 

comuns abortos, natimortalidades, morte em neonatos e maceração fetal. As 

infecções hiperagudas causam leptospiremia maciça, choque e óbito. Os achados 

hematológicos e bioquímicos variam, mas geralmente indicam lesão hepática e 

renal, podendo haver leucocitose, trombocitopenia, uremia, aumento da 

concentração sérica de creatinina e de enzimas hepáticas e bilirrubina (ETTINGER e 

FELDMAN, 2004). 

Dentre os achados de necropsia, observa-se principalmente icterícia e 

hemorragia pulmonar além de alterações macroscópicas hepáticas e renais 

(TOCHETTO et al., 2012). Cita-se também a ocorrência de petéquias na pleura, 

peritônio, mucosas nasal e oral e hipertrofia de baço e linfonodos (CORRÊA e 

CORRÊA, 1992; JONES et al., 1997). Podem ocorrer ainda hemorragias e edemas 

de vários órgãos como miocárdio, bexiga, pâncreas e vesícula biliar (ETTINGER e 

FELDMAN, 2004).   

Na histologia dos rins de cães com leptospirose, Tochetto et al. (2012) 

relataram graus variados de nefrose tubular e nefrite intersticial não supurativa. Já 

na histologia do fígado, citaram principalmente dissociação dos cordões de 

hepatócitos, colestase intra-canalicular e necrose hepática. Na histologia do pulmão, 

hemorragia e edema alveolares foram frequentes.  
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Em humanos, a severidade da doença varia muito, principalmente 

dependendo da idade, estado imunológico e sorovar infectante. Pode apresentar 

sinais leves ou ainda caracterizar infecção grave, com falência renal e hepática, 

acometimento pulmonar, hemorragias e até óbito (ADLER e MOCTEZUMA, 2010). 

Muitos pacientes humanos podem apresentar apenas febre em quadros agudos de 

leptospirose (BHARTI et al., 2003).  

 

1.3 DIAGNÓSTICO 

 

A leptospirose é uma doença de difícil diagnóstico clínico e laboratorial, e por 

isso é pouco reconhecida e severamente negligenciada (HARTSKEERL, 

COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011). Enquanto o diagnóstico clínico é dificultado 

pela grande variedade de sinais, os testes laboratoriais podem ser trabalhosos e 

requerem laboratórios equipados e profissionais especializados (HARTSKEERL, 

COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011).  

A partir de suspeita clínica e análise do histórico do paciente, a confirmação 

da doença pode ser feita por meio de métodos indiretos ou diretos (GOMES, 2011). 

Os testes diretos detectam a presença do organismo, ou seu DNA, em tecidos e 

fluídos do hospedeiro. Dentre eles, destacam-se a microscopia de campo escuro, 

imunofluorescencia, cultura, histopatologia com corantes específicos e a reação em 

cadeia da polimerase (PCR). Já os testes indiretos identificam anticorpos contra a 

bactéria no sangue ou liquido cefalorraquidiano e são os mais utilizados para 

diagnosticar a leptospirose em animais em todo o mundo. Dentre esses, destacam-

se a soroaglutinação microscópica e diversos testes imunoenzimáticos (BOLIN e 

ALT, 1999). 

O teste de soroaglutinação microscópica, também conhecido por SAM, é o 

método sorológico “padrão ouro” para diagnóstico da leptospirose, sendo a técnica 

de referência indicada pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2003). É utilizado 

em todo o mundo e a presença de anticorpos é indicada pela aglutinação de 

leptospiras em diferentes diluições de amostras de soro. Os antígenos utilizados 

para o teste são cepas padrão de Leptospira, mantidas por repiques semanais em 

meios de Stuart, Fletcher, e Ellinghausen (EMJH) mantidas em estufa bacteriológica.  

A bateria de antígenos deve incluir representantes dos sorogrupos mais 

comuns na região ou espécie em estudo (BRASIL, 1995). De maneira geral, são 
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consideradas reagentes aquelas amostras que apresentam aglutinação em diluições 

iguais ou superiores que 1:100. Essas deverão ser reavaliadas frente ao sorotipo 

reagente, a fim de que seja obtido o título de aglutininas (GOMES, 2011).  

É um método de alta especificidade e sensibilidade. Porém, há possibilidade 

de reação de aglutinação cruzada com um sorovar que não aquele que está 

causando a infecção. A ocorrência de reações cruzadas é possível devido 

proximidade antigênica entre os vários sorovares do gênero Leptospira (GOMES, 

2011).  

Geralmente, o diagnóstico da leptospirose é estabelecido quando há detecção 

de títulos altos de anticorpos, associado à sintomatologia compatível com a doença, 

mas não existe consenso quanto ao título a partir da qual deve-se considerar o 

animal positivo. A interpretação dos títulos encontrados na SAM é complicada e 

diversos fatores devem ser levados em consideração. Hospedeiros de manutenção 

podem exibir resposta imunológica baixa à infecção e, portanto, títulos baixos ou 

nulos. O mesmo pode ocorrer em bovinos que acabaram de abortar, em animais 

recém-infectados ou em infecções crônicas (BOLIN e ALT, 1999).  

Deve se considerar também que o sorovar infectante pode não estar entre os 

utilizados no teste e, assim, o resultado será falso-negativo. Por isso, resultados 

negativos não eliminam a possibilidade da doença. Da mesma forma, resultados 

positivos não necessariamente indicam infecção atual, uma vez que os anticorpos 

podem permanecer na circulação sanguínea por longos períodos após o contato 

com as leptospiras (WHO, 2003). Além disso, a vacinação pode produzir títulos 

baixos ou altos por vários meses, dependendo da resposta de cada animal 

imunizado (BOLIN e ALT, 1999). 

            

1.4 LEPTOSPIROSE EM ANIMAIS SELVAGENS E RÉPTEIS 

 

Muitos mamíferos selvagens, inclusive mamíferos aquáticos, já foram 

identificados como carreadores de leptospiras e a participação desses animais na 

epidemiologia da doença é indiscutível (HARTSKEERL e TERPSTRA, 1996; ADLER 

e MOCTEZUMA, 2010). Segundo Hartskeerl e Terpstra (1996), quase todos os 

mamíferos selvagens podem ser considerados possíveis disseminadores da 

leptospirose. Em geral, estes animais comportam-se como portadores 

assintomáticos e permanentes de vários sorovares de leptospiras e por isso, atuam 
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como fontes perenes de infecção para humanos e outros animais (SANTA ROSA et 

al., 1980; THE WORLD ZOO CONSERVATION STRATEGY, 1993). No Brasil 

estudos epidemiológicos sobre infecção por Leptospira spp. em animais selvagens 

são escassos (GIRIO, 1999; LINS e LOPES, 1984).  

Apesar de quase todo o conhecimento sobre a leptospirose estar associado à 

infecção em mamíferos, sabe-se que anfíbios, répteis e aves podem desempenhar 

papéis importantes como reservatórios e mantenedores de leptospiras no ambiente 

(DESVARS, CARDINALE e MICHAULT, 2010). Poucos estudos foram realizados 

buscando estudar a doença nos répteis e a sua participação na cadeia 

epidemiológica é incerta, mas existem relatos de serpentes peçonhentas e não 

peçonhentas (SANTA ROSA et al., 1980; ESTEVES et al., 2005), testudines 

(ALVES-JÚNIOR, 2013) e crocodilianos (FEUER e DOMASH-MARTINEZ, 2011) 

sorologicamente positivos. Sabe-se muito pouco sobre a ocorrência da leptospirose 

nesses animais e quase não há informações sobre a sua apresentação clínica.  

 

1.5 Crotalus durissus collilineatus (AMARAL, 1926) 

 

As serpentes são amplamente distribuídas em quase todo o mundo e habitam 

principalmente as regiões temperadas e tropicais.  No Brasil existem 381 espécies 

de serpentes, agrupadas em dez famílias (BÉRNILS e COSTA, 2012). Dessas, 

apenas duas são peçonhentas, sendo a família Viperidae de maior importância em 

saúde pública por causar o maior número de acidentes ofídicos (MELGAREJO-

GIMÉNEZ, 2002).  

São animais de grande importância ecológica, socioeconômica e 

farmacêutica, frequentemente criadas em cativeiro (MARTINS e MOLINA, 2008). 

Além da produção de soros antiofídicos e medicamentos, as serpentes são 

amplamente utilizadas em zoológicos, centros de pesquisa, criadouros 

conservacionistas, criadouros comerciais e como animais de companhia 

(MELGAREJO-GIMÉNEZ, 2002).  

No Brasil, a criação de serpentes peçonhentas para produção de soros 

antiofídicos se iniciou nos primeiros anos do século XX, no Instituto Butantan, e 

estima-se que a instituição receba quase 15 mil serpentes por ano. De fato, o 

número de ofídios em cativeiro no país é muito grande, já que é necessária boa 

representatividade de venenos no pool de imunização dos equídeos para produção 
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dos soros e, por isso, existem serpentários que abrigam centenas de animais 

(MELGAREJO-GIMÉNEZ, 2002; COSTA et al., 2005). No Instituto Butantan, 

predomina a criação de serpentes dos gêneros Bothrops e Crotalus (COSTA et al., 

2005).  

No Brasil, o gênero Crotalus é representado pela espécie Crotalus durissus 

(BOLDRINI-FRANÇA et al., 2009). Os acidentes crotálicos correspondem a 

aproximadamente 8% dos acidentes ofídicos registrados no Brasil e apresentam o 

maior coeficiente de letalidade.  No Hospital de Clínicas da Universidade Federal de 

Uberlândia de 1999 a 2003, esses acidentes corresponderam a cerca de 30% dos 

casos (NUNES et al., 2014). 

A subespécie Crotalus durissus collilineatus tem distribuição ampla nas 

regiões sudeste, central e nordeste do país (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2009). Pode 

ser encontrada nos estados de Rondônia, Mato Grosso, Goiás, Bahia, Minas Gerais, 

São Paulo e estende-se até o sul do Paraná (HOGE e ROMANO, 1978/79 citado por 

VALLE e BRITES, 2012). É frequente em áreas alteradas do Triângulo e Alto 

Paranaíba, em Minas Gerais, sendo encontrada na cidade de Uberlândia até mesmo 

em áreas urbanas (BRITES e BAUAB, 1988). Nessa cidade, a maior parte dos 

encontros com C. durissus collilineatus ocorre em ocupações agrícolas e de 

pastagens, principalmente em plantações de milho e café (VALLE e BRITES, 2012).    

A Lista de Répteis da Sociedade Brasileira de Herpetologia (BÉRNILS e 

COSTA, 2012) relaciona a subespécie Crotalus durissus collilineatus e menciona um 

ponto de vista diferente para a taxonomia de duas subespécies de Crotalus durissus, 

em que alguns pesquisadores sugerem que C. d. collilineatus e C. d. cascavella 

sejam sinônimos de C. d. terrificus (WÜSTER et al., 2005). 
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2 CAPÍTULO 2- ANTICORPOS CONTRA-Leptospira spp. EM Crotallus durissus 

collilineatus MANTIDAS EM CATIVEIRO 
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RESUMO: A leptospirose é uma zoonose de importância em saúde pública em todo 

o mundo e pode acometer praticamente todos os grupos de vertebrados, inclusive 

répteis. É pouco estudada em serpentes e, por isso, objetivou-se investigar a 

ocorrência de anticorpos anti-Leptospira spp. em 64 Crotalus durissus collilineatus 

de cativeiro, além de determinar os sorovares mais frequentes nesses animais, 

utilizando o teste de soroaglutinação microscópica. Dessas, 56 amostras foram 

reagentes (87,5%) e houve reações aos 22 sorovares utilizados no estudo. O 

sorovar mais frequente foi Javanica (83,92%), seguido de Andamana (60,71%) e 
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Patoc (51,78%), que ocorreram em 47, 34 e 29 animais, respectivamente. Os títulos 

variaram de 25 à 1600, sendo os títulos 25 (40,09%) e 50 (47,82%) os mais 

frequentes. Houve títulos altos como 1600, para os sorovares Whitcomb e Panama, 

e 800, para o sorovar Patoc, mesmo sem apresentação de sintomatologia clínica. 

Deve-se atentar para a possibilidade de serpentes de cativeiro atuarem como fontes 

de infecção de leptospiras para humanos e outros animais. Por isso, é fundamental 

que a doença seja prevenida e controlada no ambiente de cativeiro.  

 

Palavras-chave: Leptospirose, Répteis, Serpentes, Sorologia, Zoonose. 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

 

A leptospirose é a zoonose de maior distribuição mundial (Jamshidi et al., 

2009) e tem grande importância em saúde pública e animal (Faine et al., 1999). É 

causada por espiroquetas do gênero Leptospira, capazes de afetar praticamente 

todos os grupos de animais vertebrados (Badke, 2001). Essas bactérias possuem 

diversas variedades patogênicas e saprófitas, que são classificadas em sorogrupos. 

Cada sorogrupo possui uma série de variedades, denominadas sorovares (Adler e 

Moctezuma, 2010). Um único animal pode ser hospedeiro de vários sorovares e um 

mesmo sorovar pode infectar vários hospedeiros (Quinn et al., 2005). 

Sabe-se que muitas espécies de mamíferos domésticos e selvagens atuam 

como hospedeiros naturais ou acidentais de diversos sorovares de leptospiras. 

Entretanto, a participação de répteis na manutenção e disseminação do patógeno no 

ambiente é pouco conhecida (Lindtner-Knific et al., 2013). Esses animais podem 

desempenhar papéis importantes no ciclo epidemiológico da doença, mantendo o 

agente infeccioso no ambiente e transmitindo-o para outros animais (Glosser et 

al.,1974; Lindtner-Knific et al., 2013).  

De acordo com Hyakutake et al. (1980), as serpentes podem constituir 

importantes reservatórios naturais de leptospiras, principalmente devido à sua dieta, 

geralmente baseada em roedores, que são os principais reservatórios do patógeno 

no ambiente (Faine et al., 1999). Nos ofídios, a leptospirose geralmente não está 

associada à sintomatologia clínica (Wallach, 1983), mas já foi relatada a ocorrência 

de alterações renais em uma serpente infectada (Abdulla e Karstad, 1962).  
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O número de serpentes criadas em cativeiro tem aumentado 

consideravelmente e além de tornarem-se animais de companhia, há um grande 

número de criadouros para fins científicos e comerciais. Apesar de não haver relatos 

da transmissão de leptospirose de répteis para humanos (Ebani e Fratini, 2005), é 

importante pesquisar a ocorrência da zoonose nesses animais para evitar o risco de 

exposição ao agente causador da doença (Silva et al., 2009). Biólogos, médicos 

veterinários e tratadores de serpentes também podem sofrer risco de infecção 

(Ebani e Fratini, 2005).  

A incidência de diferentes sorovares em populações humanas depende 

fortemente dos hospedeiros reservatórios presentes na região em questão e dos 

sorovares que eles carregam (Bharti et al., 2003). Assim, estabelecer quais espécies 

animais atuam como hospedeiros de leptospiras em determinada área é 

fundamental para o controle e prevenção da leptospirose (WHO, 2003; Desvars et 

al., 2010). Por isso, objetivou-se avaliar a ocorrência de anticorpos anti-Leptospira 

spp. em cascavéis Crotalus durissus collilineatus de cativeiro, além de determinar os 

sorovares mais frequentes nos animais do criadouro estudado, utilizando o teste de 

Soroaglutinação Microscópica (SAM).  

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todos os procedimentos foram realizados mediante a aprovação do Comitê 

de Ética na Utilização de Animais - CEUA/UFU (protocolo 120/14), assim como 

liberação do IBAMA (licença SISBIO número 46845). 

 

2.2.1 Animais e área de estudo 

 

Foram utilizadas 64 amostras de soro sanguíneo de C. durissus collilineatus 

adultas, machos e fêmeas, clinicamente saudáveis, pertencentes ao Setor de 

Répteis (Criadouro Conservacionista – Finalidade Científica) da Universidade 

Federal de Uberlândia (UFU). Todas as cascavéis foram encaminhadas ao criadouro 

pelo IBAMA, Polícia Ambiental, Laboratório de Zoonoses (prefeitura de Uberlândia) 

ou por membros da comunidade, por serem encontradas em áreas rurais e 

periurbanas nas regiões do Triângulo Mineiro e Alto-Paranaíba (MG). São 

alimentadas a cada 15 dias com camundongos Mus musculus, variedade albina, 
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mantidos no próprio Setor e tinham acesso à água ad libitum. Não há rígido controle 

de roedores sinantrópicos e em duas ocasiões foi constatada a ocorrência de Rattus 

rattus (rato de telhado) no criadouro. 

 

2.2.2 Coleta do material 

 

Os espécimes de C. d. collilineatus foram contidos manualmente por técnicos 

treinados, utilizando ganchos e colchão de espuma, como indicado por Francisco 

(1997) e Goulart (2004). Após prévia assepsia com álcool 70%, coletou-se 2ml de 

sangue por punção do plexo venoso vertebral, descrito por Zippel et al. (2001), entre 

o osso occipital e o atlas, com agulhas hipodérmicas descartáveis 13x4,5mm e 

seringas descartáveis de 5ml.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Coleta de sangue de Crotalus durissus collilineatus por punção do plexo 

venoso vertebral. Uberlândia, 2014. 

 

Imediatamente após a coleta, o sangue foi transferido para tubos sem 

anticoagulante e, após a formação do coágulo, centrifugado a 2.500 rotações por 

minuto, durante 10 minutos, para obtenção de amostras de soro que foram 

colocadas em microtubos identificados individualmente. Em seguida, foram 

armazenados à -20ºC até a realização da SAM.  
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2.2.3 Soroaglutinação microscópica  

 

A SAM foi realizada no Laboratório de Doenças Infectocontagiosas da UFU, 

utilizando-se um painel de 22 sorovares (Tabela 1). Estabeleceu-se como triagem a 

diluição de 1:25, que foi utilizada em crocodilianos por Rossetti et al. (2003). Para 

isso, foram utilizadas placas de poliestireno com fundo chato e colocou-se em cada 

poço 23µL de solução salina 0,9%, 2µL do soro de cada animal, e 25µL de antígeno 

(cada um dos 22 sorovares), resultando em 50 µL de solução final.  

A solução final foi levemente agitada manualmente e acondicionada à 

temperatura ambiente por uma hora. Após esse período, procedeu-se a leitura em 

microscopia de campo escuro, com objetiva e ocular de 10x, diretamente nos poços 

da placa. Foram consideradas reagentes as amostras em que houve aglutinação de 

mais de 50% do campo, conforme especificado pelo Ministério da Saúde (Brasil, 

1995).  

As amostras reagentes na prova de triagem foram submetidas à titulação de 

anticorpos. Para isso, o soro de cada amostra passou por diluições seriadas (1:50, 

1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200), e acrescentou-se 50µL dos sorovares 

para os quais houve reação na diluição inicial de 1:25. A leitura foi realizada assim 

como na prova inicial, após o mesmo período de descanso em temperatura 

ambiente.  O título de cada amostra foi a maior diluição em que houve aglutinação 

de 50% ou mais do campo (Brasil, 1995). 
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Tabela 1: Espécies, sorogrupos e sorovares de Leptospira spp. utilizados no teste de 

soroaglutinação microscópica, Uberlândia, 2014. 

 

Espécie Sorogrupo Sorovar 

L. biflexa Andamana Andamana  

L. interrogans Autumnalis Autumnalis 

L. interrogans Australis Australis 

L. interrogans Bataviae Bataviae 

L. interrogans Australis Bratislava 

L. interrogans Canicola Canicola 

L. kischneri Cynopteri Cynopteri 

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni 

L. interrogans Djasiman Djasiman 

L. interrogans Grippotyphosa Grippotyphosa 

L. interrogans Sejroe Hardjo  

L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis  

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae  

L. borgpetersenii Javanica Javanica 

L. noguchii Panama Panama 

L. biflexa Semaranga Patoc  

L. interrogans Pomona Pomona 

L. interrogans  Pyrogenes Pyrogenes 

L. interrogans Djasiman Sentot  

L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi 

L. borgpetersenii Celledoni Whitcombi  

L. interrogans Sejroe Wolffi 

 

Fonte: Baranton, 2006 

 

2.2.4 Análise estatística 

 

O teste Binomial para Duas Proporções, realizado no programa BioEstat 5.0 

(Ayres et al., 2007), foi utilizado para determinar os sorovares e títulos mais 
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frequentes nas serpentes estudadas. Diferenças significantes foram inferidas em p 

<0,05.  

 

2.3 RESULTADOS 

 

Das 64 amostras testadas, 56 (87,5%) foram positivas a pelo menos um 

sorovar, 51 (91,07%) amostras reagiram a dois ou mais sorovares e duas amostras 

aglutinaram todos os sorovares testados, com exceção do sorovar Sentot. Houve 

reações a todos os sorovares utilizados no estudo e o sorovar mais frequente nas C. 

d. collilineatus foi Javanica, seguido de Andamana e Patoc, que ocorreram em 47 

(81,50%), 34 (60,71%) e 29 (51,78%) amostras, respectivamente. O número de 

amostras consideradas positivas para cada sorovar e as diferenças estatísticas de 

frequência de cada um deles é mostrado na Figura 2. Os títulos variaram de 25 à 

1600, sendo os títulos 50 (47,82%) e 25 (40,09%) os mais frequentes (Figura 3). Os 

títulos mais elevados foram para os sorovares Whitcomb (1600), Panama (1600) e 

Patoc (800). 
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Letras diferentes indicam diferença estatística ao nível de 0,05 pelo teste Binomial para duas Proporções. 

 

Figura 2: Número de amostras de soro de Crotallus durissus collilineatus reagentes 

para cada um dos 22 sorovares utilizados no teste de soroaglutinação microscópica. 

Uberlândia, 2014.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Letras diferentes indicam diferença estatística ao nível de 0,05 pelo teste Binomial para duas Proporções. 

 

Figura 3: Frequência de cada título no teste de soroaglutinação de amostras de soro 

de Crotallus durissus collilineatus. Uberlândia, 2014. 
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2.4 DISCUSSÃO 

 

Os sorovares mais frequentes nas Crotalus durissus collilineatus podem 

causar leptospirose em humanos. Andamana e Patoc são considerados variedades 

saprófitas (L. biflexa), mas essa classificação tem sido discutida já que sabe-se que 

são capazes de causar doença (Shenberg et al., 1975). O sorovar Andamana foi 

originalmente isolado de humanos (Taylor e Goyle, 1930 citado por Hyakutake et al., 

1980) e pode causar meningites fatais (Corrêa et al., 1964). Patoc foi identificado 

como causador de leptospirose aguda em crianças no Rio de Janeiro (Cruz et al., 

1994) e o sorovar Javanica afeta humanos e bovinos na Índia (Natarajaseenivasan 

et al., 2011), sendo comum no sudeste da Ásia (WHO, 2011). 

A ocorrência desses sorovares em serpentes evidencia a sua importância 

como possíveis fontes de infecção para humanos. Não existem relatos da 

transmissão direta de Leptospira spp. de serpentes para humanos, mas esses 

últimos podem se infectar por contato com o ambiente em que os répteis vivem 

(Ebani e Fratini, 2005). Por isso, profissionais que fazem manejo de animais 

selvagens em cativeiro, como tratadores, veterinários e biólogos de zoológicos e 

criadouros de serpentes, estão mais susceptíveis a esse tipo de infecção.   

Segundo Feuer e Domash-Martinez (2011), nos Estados Unidos, nove 

tratadores de crocodilianos contraíram leptospirose após contato com os animais e 

alguns precisaram de hospitalização. A transmissão das leptospiras pode ter 

ocorrido de maneira direta (dos répteis para as mãos dos profissionais) ou mais 

provavelmente de maneira indireta, por exposição à água contaminada com urina de 

animais em leptospiúria. Esses autores também relataram um caso de leptospirose 

humana após contato com carcaça de crocodilo no estado da Flórida.   

Veen et al. (2012) destacaram a importância da criação de protocolos de 

controle e prevenção de zoonoses como a leptospirose em zoológicos, 

principalmente para evitar a transmissão da doença para as profissionais grávidas. 

Segundo esses autores, grande parte dos tratadores de animais selvagens de 

cativei ro são mulheres jovens e, durante a gravidez, estão mais propensas à 

infecção devido ao enfraquecimento do sistema imune.  A leptospirose pode causar 

aumento da taxa de aborto espontâneo, problemas placentários e icterícia neonatal 

(Puliyath e Singh, 2012). 
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Todas as cascavéis estavam aparentemente saudáveis mesmo apresentanto 

títulos de anticorpos altos, como 1600. Biscola et al. (2011) afirmaram que tanto 

serpentes de vida livre quanto serpentes mantidas em cativeiro podem ser 

hospedeiras de vários sorovares de leptospiras sem apresentar sintomatologia 

clínica. A ausência de apresentação clínica dificulta a identificação de animais 

hospedeiros do patógeno e, por isso, pode facilitar a transmissão para humanos e 

outras serpentes. 

Diferente de mamíferos, répteis raramente apresentam sinais clínicos de 

afecções renais (Miller, 1998). Ao realizar infecção experimental de serpentes com o 

sorovar Pomona, Abdulla e Karstad (1962) observaram nefrite intersticial em um 

animal. Já Biscola et al. (2011) relataram problemas reprodutivos em jararacas 

(Bothrops) soropositivas para o sorovar Hardjo.  

Todas as cascavéis deste estudo eram mantidas em cativeiro. Ambientes 

estressantes, concentração de grande número de animais, agrupamento de 

diferentes espécies e erros de manejo são condições que facilitam a multiplicação e 

transmissão de patógenos em répteis cativos. Todos esses fatores reduzem a 

capacidade de resposta imune e aumentam as chances de desenvolvimento de 

doenças como a leptospirose. O estabelecimento de práticas de saneamento e 

higiene pessoal pode minimizar os riscos de transmissão (Rataj et al., 2011). Além 

disso, é fundamental que sejam realizados exames sorológicos periodicamente para 

que se conheça a ocorrência da zoonose no plantel, já que em serpentes, os 

exames físicos podem ser insuficientes.  

Também devem passar por testes diagnósticos os animais que serão 

introduzidos nos plantéis ou levados para residências como animais de companhia.  

Na maioria dos criadouros de serpentes, parte dos animais é retirada de vida livre ou 

resultante do cruzamento de animais de vida livre com serpentes nascidas em 

cativeiro (Rataj et al., 2011) e a introdução de animais hospedeiros de Leptospira 

spp. pode ser uma importante forma de transmissão da leptospirose nesses 

serpentários. As serpentes podem se infectar por contato direto com animais 

hospedeiros de leptospiras, ou ainda pela ingestão de água contaminada 

(Hyakutake et al., 1980).  

As cascavéis utilizadas no presente estudo foram retiradas de vida livre e 

habitavam áreas rurais ou periurbanas antes de serem confinadas. Portanto, existe a 

possibilidade de que alguns animais tenham entrado em contato com leptospiras em 
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seu ambiente natural e introduzido esse agente no criadouro, contaminando outras 

serpentes.  

Roedores são reservatórios naturais dos sorovares Javanica, Andamana e 

Patoc (Shenberg et al., 1975; Priya et al., 2007), frequentes nas serpentes deste 

estudo. Por isso, deve-se considerar também a possibilidade de que essas 

cascavéis tenham sido expostas a Leptospira spp. ao ingerirem presas infectadas, já 

que no criadouro não há controle de roedores sinantrópicos. Essa possibilidade de 

transmissão pela cadeia alimentar em serpentes também foi sugerida nos estudos 

de Andrews et al. (1965) e Hyakutake et al. (1980). No zoológico de João Pessoa, 

Paraíba, nenhum réptil foi positivo na SAM (triagem de 1:100), e os autores do 

trabalho relacionaram esse resultado ao tipo de alimentação oferecida aos animais, 

sendo camundongos advindos de biotério com rígido controle sanitário (Brasil, 

2011).  

Existem poucos estudos sobre a ocorrência de anticorpos contra leptospiras 

em serpentes e não foram encontradas pesquisas sobre a doença em C. durissus 

collilineatus. Até onde se sabe, reações aos sorovares Djasiman, Cynopteri, Sentot e 

Whitcomb ainda não foram descritas em serpentes. Entretanto, os outros para os 

quais houve sororreação no presente estudo já foram relatados nesses animais 

(Andrews et al., 1965; Hyakutake et al., 1980; Stanchi et al., 1986; Calle et al., 2001; 

Biscola et al., 2011; Lindtner-Knific et al., 2013).  

Mais da metade das serpentes desse estudo foi sororreagente para o sorovar 

Andamana. Hyakutake et al. (1980) sugeriram que esses répteis podem atuar como 

reservatórios do sorovar, devido à alta frequência de animais positivos para essa 

variedade de leptospira. Esses autores também isolaram Andamana do rim de um 

ofídio.  

Existem relatos de serpentes que apresentaram títulos altos na SAM, de até 

3200 (Biscola et al., 2011) e 6400 (Hyakutake et al.,1980). Já Calle et al. (2001) 

encontraram títulos mais baixos, de 100 e 200 em sucuris (Eunectes murinus) na 

Venezuela. Os títulos mais baixos, como os que ocorreram com maior frequência 

neste estudo, podem indicar infecções recentes, anticorpos remanescentes de 

infecções antigas, resposta de anticorpos à leptospiras presentes nas presas 

ingeridas ou reações cruzadas contra sorovares que não foram testados na SAM 

(Calle et al., 2001). Os títulos altos, como as de 800 e 1600 podem indicar doença 

aguda. 
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 Não existem estudos sobre o ponto de corte que deve ser utilizado na 

sorologia de répteis e nem sobre os títulos padrões nesses animais. Por isso, 

qualquer título, mesmo os mais baixos, pode ser importante e representar doença 

mesmo sem apresentação de sinais clínicos.  Os mecanismos de resposta do 

sistema imunológico de serpentes ainda não foram completamente descritos, mas 

sabe-se que podem manter leptospiras patogênicas ativas em seu organismo 

mesmo sem demonstrarem títulos detectáveis de anticorpos nas provas sorológicas 

(Minette, 1983). 

 

2.5 CONCLUSÕES 

 

Quase 90% das cascavéis C. durissus collilineatus deste estudo entraram em 

contato com leptospiras e algumas apresentaram títulos altos mesmo sem mostrar 

sintomatologia clínica. Esses animais podem atuar como hospedeiros de 

manutenção de sorovares de leptospiras e por isso, deve-se atentar para a 

possibilidade de serpentes de cativeiro atuarem como fontes de infecção de 

leptospiras para humanos e outros animais e à importância da leptospirose como 

zoonose ocupacional.  
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CAPÍTULO 3 – ALTERAÇÕES BIOQUÍMICAS PLASMÁTICAS EM Crotalus 

durissus collilineatus SORORREAGENTES PARA LEPTOSPIROSE  

 

RODRIGUES, T. C. S.1; SANTOS, A. L. Q.1; LIMA, A. M. C2; BRITES, V. L. C.3; 

VIEIRA, D. S.4; MUNDIM, A. V4.  
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3Setor de Manutenção de Répteis, Instituto de Biologia, Universidade Federal de 

Uberlândia (UFU). Rua Ceará, s/n, Bloco 2D, Campus Umuarama, 38.405-315, 

Uberlândia-MG, Brazil.  

 

4Laboratório  Clínico Veterinário, Faculdade de Medicina Veterinária, Universidade 

Federal de Uberlândia. (UFU), Av. Mato Grosso 3289, Bloco 2S, Campus 

Umuarama, Uberlândia, MG 38405-314, Brazil.  

 

RESUMO: O diagnóstico da leptospirose em serpentes é dificultado pela falta de 

estudos sobre a doença nesses animais. Objetivou-se determinar as alterações 

bioquímicas plasmáticas em cascavéis Crotalus durissus collilineatus reagentes no 

teste de soroaglutinação microscópica (SAM) com triagem de 1:25 e avaliar se a 

presença de anticorpos contra Leptospira spp. pode indicar infecção e alterações 

bioquímicas nesses animais. Além disso, buscou-se estudar as diferenças 

bioquímicas dependendo do título de anticorpos na SAM e com isso e somar 

informações para interpretação do teste sorológico nas serpentes. Foram utilizadas 

48 C. d. collilineatus dividas em 3 grupos: negativas na SAM, positivas com títulos 

≤50 e postivas com títulos ≥100. Foram dosadas as concentrações plasmáticas de 

proteínas totais, albumina, globulinas, relação albumina/globulinas, ácido úrico, 

creatinina, ureia, ALT, GGT, fosfatase alcalina e ferro em processador automático. 
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Apesar de aparentemente saudáveis, a avaliação dos parâmetros bioquímicos das 

cascavéis sugere que as serpentes reagentes para leptospirose possam apresentar 

inflamação e infecção mesmo com títulos de anticorpos considerados baixos para 

mamíferos. As serpentes com títulos altos apresentaram alterações que indicam 

quadros mais graves que aquelas com títulos menores, como lesão renal grave e 

indícios de doença hepática, que são característicos da leptospirose. A avaliação 

bioquímica de répteis reagentes para o teste sorológico pode auxiliar o diagnóstico 

da infecção por Leptospira spp. já que esses animais raramente apresentam 

sintomatologia clínica.  

 

Palavras-Chave: Bioquímica clínica, Cascavel, Leptospira, Répteis, Soraglutinação 

microscópica. 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

A leptospirose é uma zoonose pouco conhecida em répteis e bastante 

estudada nos mamíferos, causando principalmente lesões hepáticas e renais (Rose, 

1966) e sintomatologia inespecífica e variada, dependendo dos órgãos afetados 

(Corrêa e Corrêa, 1992).  Geralmente relata-se febre, anorexia, oligúria, anúria, 

vômito, desidratação, icterícia e hemorragias gastrointestinais, além de quadros 

reprodutivos (Ettinger e Feldman, 2004). 

 Na maior parte das vezes, o diagnóstico da doença é feito pela associação 

dos sinais clínicos ao resultado de provas laboratoriais, como o teste de 

soroaglutinação microscópica (SAM). Esse teste é utilizado em todo o mundo e 

indica a presença e títulos de aglutininas contra Leptospira spp. no soro de animais 

infectados.  Nos mamíferos domésticos, são consideradas reagentes as amostras 

com títulos iguais ou superiores a 100. A interpretação desses títulos é complicada e 

diversos fatores devem ser levados em consideração (Bolin e Alt, 1999; Gomes, 

2011). 

Resultados positivos nem sempre indicam infecção atual, pois os anticorpos 

podem permanecer na circulação sanguínea por longos períodos após o contato 

com as leptospiras (WHO, 2003). Em mamíferos, títulos baixos podem ser 

encontrados em hospedeiros de manutenção, animais recém-infectados ou em 
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infecções crônicas. Títulos altos associados à sintomatologia compatível indicam 

doença atual (Bolin e Alt, 1999). 

Nos répteis, o diagnóstico da leptospirose é ainda mais difícil. Tanto 

serpentes de vida livre quanto serpentes mantidas em cativeiro podem ser 

hospedeiras de vários sorovares de leptospiras sem apresentar sintomatologia 

clínica (Biscola et al., 2011). Além disso, a falta de estudos sobre os títulos nesses 

animais prejudica a sua interpretação (Rossetti et al., 2003) e não se sabe a partir de 

qual título deve-se considerar ocorrência de infeção. 

O estudo da bioquímica sanguínea pode ser importante para conhecer o 

estado de saúde desses animais (Hidalgo-Vila et al., 2007) e, associado ao 

resultado do teste sorológico, diagnosticar a leptospirose. Apesar do aumento do 

número de pesquisas sobre os valores de biquímica de répteis, ainda se sabe muito 

pouco sobre esses parâmetros e sua interpretação (Bryant et al., 2012). Nesses 

animais, a concentração de constituintes plasmáticos pode variar de acordo com as 

condições ambientais e adaptações fisiológicas dos répteis, tornando difícil 

estabelecer os significados clínicos de variações (Nardini et al., 2013).  

Nos mamíferos, os achados biquímicos de animais com leptospirose indicam 

lesão renal e hepática. Geralmente são relatados uremia e aumento da 

concentração sérica de creatinina, enzimas hepáticas e bilirrubina (Ettinger e 

Feldman, 2004). As alterações mais frequentes nos répteis acometidos pela doença 

não são conhecidas. 

Baseado na falta de informações sobre o tema objetivou-se determinar as 

alterações bioquímicas plasmáticas em cascavéis Crotalus durissus collilineatus 

positivas no teste de soroaglutinação microscópica e assim, avaliar se a presença de 

anticorpos contra Leptospira spp. pode indicar infecção e desenvolvimento de 

quadros patológicos nesses animais. Além disso, buscou-se estudar as diferenças 

bioquímicas dependendo do título de anticorpos na SAM. 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2.1 Animais e grupos amostrais 

 

Sessenta e quatro cascavéis C. durissus collilineatus pertencentes ao Setor 

de Répteis (Criadouro Conservacionista – Finalidade Científica) da Universidade 
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Federal de Uberlândia (UFU) passaram por teste de soroaglutinação microscópica 

(SAM) para diagnóstico de leptospirose (Rodrigues et al., não publicado). Foram 

consideradas positivas as amostras que aglutinaram na diluição de 1:25 e os títulos 

variaram de 25 a 1600. A partir do resultado desse teste, foram selecionadas 48 

serpentes divididas igualmente em três grupos: animais negativos na SAM, positivos 

com título menor ou igual a 50 (≤50) e positivos com título maior ou igual a 100 

(≥100).  

Todas as serpentes eram adultas, de ambos os sexos, clinicamente 

saudáveis, com boa condição corporal e aparentemente bem hidratadas. Foram 

encaminhadas ao criadouro pelo IBAMA ou pela Polícia Ambiental, por terem sido 

encontradas em áreas periurbanas nas regiões do Triângulo Mineiro e Alto 

Paranaíba (MG). A cada 15 dias, foram alimentadas com camundongos criados no 

biotério do próprio Setor e tinham acesso à água ad libitum. A pesquisa teve 

aprovação do Comitê de Ética na Utilização de Animais - CEUA/UFU (análise final 

120/14), assim como liberação do IBAMA (licença SISBIO número 46845). 

Foram realizadas coletas de sangue e análises de parâmetros bioquímicos 

plasmáticos das serpentes a fim de avaliar as possíveis alterações causadas pela 

infecção em cada grupo de animais positivos (títulos ≤50 e ≥100) quando 

comparados com o grupo de animais negativos. Para minimizar as alterações 

bioquímicas causadas por diferenças no manejo, localização geográfica, época do 

ano, alimentação e forma de coleta do sangue, as serpentes foram mantidas nas 

mesmas condições de criação.  

 

3.2.2 Amostras 

 

As serpentes foram contidas manualmente utilizando ganchos, como indicado 

por Francisco (1997) e Goulart (2004), de maneira a permitir livre acesso à cabeça 

do indivíduo. A colheita do sangue (2mL) foi realizada após prévia assepsia com 

álcool 70%, por punção do plexo venoso vertebral, descrito por Zippel et al. (2001), 

entre o osso occipital e o atlas, com agulha 0,45 x 13mm e seringa de 5mL. As 

amostras foram armazenadas em tubos de 3mL contendo heparina lítica, e 

posteriormente centrifugadas a 720g durante cinco minutos em centrifuga Baby 2-

Fanem para a obtenção do plasma. Todos os animais estavam em jejum de 15 dias 

para realização da coleta. 
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3.2.3 Análises bioquímicas 

 

As análises bioquímicas foram processadas colorimetricamente em 

Analisador Automático de Bioquímica Chemwell (Awareness Technology®, Inc), 

previamente calibrado com calibra H e aferido com soro controle qualitrol H. Os 

parâmetros bioquímicos analisados foram: proteínas totais (método biureto), 

albumina (método verde de bromocresol), globulinas (cálculo: proteína total- 

albumina), relação albumina/globulinas (relação A/G) (cálculo: albumina/globulinas), 

acido úrico (método enzimático Trinder), creatinina (método picrato alcalino), uréia 

(método enzimático UV), ferro (método Ferrosina), alanina aminotransferase (ALT) 

(método Cinético UV IFCC), gama glutamiltransferase (GGT) (método Szasz 

modificado) e fosfatase alcalina (FAL) (método Bowers e Mc Comb modificado).  

 

3.2.4 Análises estatísticas 

 

O trabalho foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso, com 16 

repetições, totalizando 48 observações. Testou-se a normalidade dos resíduos de 

cada variável utilizando o teste de Anderson-Darling (significância de 5%), com a 

finalidade de definir o tipo de teste a ser aplicado em cada caso. Usou-se análise de 

variâncias e teste de Tukey para as variáveis com distribuição normal e teste de 

Kruskal-Wallis para aquelas que não atendiam aos pressupostos da análise de 

variâncias. Esses procedimentos foram realizados com o objetivo de avaliar a 

ocorrência de diferença estatística entre cada grupo e também foi adotado 

significância de 5%.  

Os procedimentos de análise de normalidade de resíduos e testes de Kruskal-

Wallis foram feitos por meio da ferramenta Action (2014) (www.portalaction.com.br) 

que utiliza o programa R (R Development Core Team, 2014). Já para análise de 

variância e teste de Tukey foi utilizado o software SISVAR (Ferreira, 2011). Todos os 

procedimentos de análise estatística utilizados foram descritos por Banzatto e 

Kronka (1989), Triola (1999) e Ayres et al. (2007).  

 

 

 

 

http://www.portalaction.com.br/
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3.3 RESULTADOS 

 

As concentrações (média±desvio padrão) dos constituintes bioquímicos 

avaliados constam na Tabela 1. As variáveis albumina, proteína total, globulina, 

relação A/G, ácido úrico e creatinina tiveram distribuição normal e, por isso, foi 

aplicado o teste de análise de variância seguido de teste de Tukey. As demais 

variáveis passaram pelo teste de Kruskal-Wallis por não terem distribuição normal.  

Os valores plasmáticos de albumina foram maiores nos animais negativos na 

SAM do que nos animais com títulos altos (p<0,05), mas não houve diferença 

dependendo dos títulos e nem entre animais negativos e com títulos mais baixos 

(p>0,05). A concentração de proteína total foi maior no grupo de animais com títulos 

≤50 que no grupo de animais negativos (p<0,05) e não houve diferença entre os 

animais negativos e os com títulos ≥100 e nem entre os grupos de diferentes títulos 

(p>0,05). As concentrações plasmáticas de globulinas foram maiores nos animais 

reagentes do que nos animais negativos (p<0,05) e não houve diferenças entre os 

grupos de títulos diferentes (p>0,05) (Tabela 1).  

A relação A/G foi menor nos animais reagentes que nos negativos (p<0,05) e 

não sofreu alterações dependendo dos títulos (p>0,05).  Já o valor de ácido úrico foi 

maior nas serpentes com títulos ≥100 do que naquelas com títulos ≤50 ou negativas 

(p<0,05). Esse constituinte teve valores estatisticamente iguais nos animais 

negativos e com títulos baixos (p>0,05). Não houve diferença estatística entre as 

concentrações plasmáticas de creatinina, ureia, ferro, ALT, GGT e FAL entre os 

grupos independente da presença de anticorpos contra Lepstospira spp. ou títulos 

(p>0,05) (Tabela 1).   
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Tabela 1: Concentrações (média ± desvio padrão) dos constituintes bioquímicos 

plasmáticos de Crotalus durissus collilineatus não reagentes, reagentes com títulos 

≤50 e reagentes com títulos ≥100 no teste de soroaglutinação microscópica (SAM). 

Uberlândia, 2014. 

 

Constituintes bioquímicos 

(unidade) 

Não reagentes 

(n=16) 

Títulos ≤50 

(n=16) 

Títulos ≥100 

(n=16) 

Albumina (g/dL) 

Prot. total (g/dL)  

Globulina (g/dL)  

Relação A/G (A/G) 

Ac. Úrico (mg/dL)  

Creatinina (mg/dL)  

Uréia (mg/dL)  

Ferro (µg/dL)  

ALT (U/L)  

GGT (U/L)  

FAL (U/L) 

1,33 ± 0,24 b 

5,07 ± 0,79 a 

3,74 ± 0,79 a 

0,37 ± 0,10 b 

0,90 ± 0,46 a 

0,52 ± 0,21 

10,98 ± 14,81 

99,68 ± 61,40 

11,93 ± 11,32 

12,10 ± 6,53 

93,05 ± 45,06 

1,15± 0,27 ab 

6,15± 0,68 b 

5,00± 0,54 b 

0,23± 0,05 a 

1,55± 1,00 a 

0,42± 0,26 

8,31 ± 4,46 

122,62 ± 60,62 

12,81 ± 12,21 

9,89 ± 6,33 

86,93 ± 34,45 

0,97 ± 0,40 a 

5,65 ± 1,62 ab 

4,68 ± 1,30 b 

0,20 ± 0,05 a 

2,96 ± 1,38 b 

0,40 ± 1,38 

5,96 ± 3,50 

99,66 ± 69,09 

8,50 ± 5,40 

9,76 ± 8,95 

58,46 ± 32,12 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa entre os grupos (p<0,05). 

 

3.4 DISCUSSÃO 

 

De maneira geral, a análise das proteínas plasmáticas é uma importante 

ferramenta para avaliar o estado de saúde de um réptil (Lawton, 2005) e nesse 

estudo as alterações nas concentrações de albumina, globulinas e relação A/G 

foram relevantes. Os animais com títulos ≥100 mantiveram os valores de proteínas 

totais iguais aos dos animais negativos, o que sugere que a redução dos valores de 

albumina tenha sido compensada pelo aumento das globulinas.  Já no grupo com 

títulos ≤50 houve aumento da concentração de proteína total, que pode ter ocorrido 

pelo aumento das globulinas somado à manutenção dos valores fisiológicos de 

albumina. Nos dois grupos reagentes houve elevação das concentrações de 
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globulinas acompanhada de redução na relação A/G. Segundo Cray et al. (2001) e 

Stahl (2006) essas alterações indicam inflamação e infecção em répteis. 

A albumina atua na manutenção da pressão oncótica e é produzida pelo 

fígado. Quedas em sua concentração podem ser causadas por redução na absorção 

de aminoácidos (má nutrição, anorexia ou doenças intestinais), redução em sua 

produção (doenças hepáticas) ou perdas proteicas (doenças intestinais, doenças 

renais ou hemorragias) (Eatwell et al., 2014). Como as C. d. collilineatus desse 

estudo alimentavam-se com a mesma periodicidade e não apresentavam alterações 

intestinais, acredita-se que o menor valor de albumina nos animais com títulos altos 

seja relacionado a danos hepáticos e renais, que são comuns na leptospirose. 

Segundo Eatwell et al. (2014), a hipoalbuminemia pode gerar edemas e ascite, mas 

esses sinais não foram percebidos nesse estudo.  

Diferente do que ocorre em mamíferos, o ácido úrico é o principal produto do 

metabolismo de proteínas excre tado por répteis terrestres. É produzido no fígado e 

a excreção ocorre pelos rins. Em condições normais apenas pequena parte passa 

para o sangue, mas elevações plasmáticas desse metabólito são comuns após a 

alimentação de répteis carnívoros ou em animais com desnutrição grave, devido ao 

aumento do catabolismo de compostos nitrogenados (Knotek et al. 2011; Eatwell et 

al., 2014). A hiperuricemia também pode decorrer de diminuição na taxa de 

excreção por redução do fluxo sanguíneo renal em casos de desidratação ou 

falência renal aguda (Eatwell et al., 2014).  

Segundo Lawton (2005), para que haja elevação da concentração plasmática 

de ácido úrico é necessário que mais de 60% da função renal esteja comprometida. 

Já que as seprentes desse estudo não estavam desnutridas ou desidratadas e 

passaram por breve jejum antes da coleta do sangue, o aumento nos valores de 

ácido úrico no grupo de cascavéis com títulos ≥100 pode sugerir lesão renal severa. 

Essa elevação também pode estar relacionada à bacteremias (Miller, 1998), 

reforçando a suspeita de infeção ativa nesse grupo.  

Répteis com lesões renais graves raramente apresentam sinais clínicos e 

podem parecer saudáveis (Miller, 1998), assim como as cascavéis desse estudo. 

Quando presentes, os sinais de nefropatias podem incluir anorexia, caquexia, 

aumento dos rins à palpação, edemas, entre outros (Ramsay e Dotdon, 1995). A 

avaliação dos parâmetros bioquímicos plasmáticos pode ser importante no 

diagnóstico dessas patologias, principalmente se interpretados levando em 
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consideração o histótico do paciente e a suspeita clínica (Stahl, 2006; Eatwell et al., 

2014). Segundo Wallach (1983), a leptospirose geralmente não está associada à 

sintomatologia clínica em serpentes, mas Abdulla e Karstad (1962) observaram 

nefrite intersticial em um animal inoculado experimentalmente com leptospiras.  

Uréia e creatinina não são parâmetros úteis para avaliar a função renal nos 

répteis nem mesmo em casos de falência dos rins (Miller, 1998; Eatwell et al., 2014). 

Esses constituintes têm produção e excreção baixas e variáveis e o aumento em sua 

concentração plasmática pode indicar desidratação (Lawton, 2005). Os valores de 

uréia e creatinina foram iguais em todos os grupos desse trabalho, indicando que 

todas as cascavéis estavam normohidratadas.   

ALT, GGT e FAL são enzimas encontradas no fígado, rins e diversos outros 

tecidos. Diferente do que ocorre em mamíferos e aves, são pouco específicas e por 

isso, pouco úteis para avaliar a função hepática de répteis. Elevações nessas 

enzimas nem sempre indicam lesões hepáticas ou renais e mesmo em caso de 

hepato ou nefropatia podem não estar alteradas (Stahl, 2006; Anderson et al., 2013; 

Eatwell et al., 2014). FAL e ALT foram encontradas em concentrações altas nos rins 

de serpentes Elaphe obsoleta quadrivitatta, mas acredita-se que em caso de lesão 

renal essas enzimas sejam excretadas na urina e não aumentem sua concentração 

no sangue (Ramsay e Dotdon, 1995).  

O ferro tem papel fundamental em diversas funções celulares (Ciuraszkiewicz 

et al., 2007) e pode ser importante também no controle de infecções. Em um estudo 

realizado por Grieger e Kluger (1978) foi observado que lagartos infectados 

experimentalmente com bactérias Aeromonas hydrophila tiveram queda das 

concentrações séricas de ferro, assim como ocorre em mamíferos. Segundo 

Garibaldi (1972) e Weinberg (1974) (citados por Grieger e Kluger, 1978), o 

crescimento de algumas bactérias está relacionado à disponibilidade de ferro no 

hospedeiro. O papel desse mineral nas infecções de répteis não é bem conhecido, 

mas sugere-se que a redução dos seus valores séricos diminua o potencial de 

desenvolvimento de bactérias (Grieger e Kluger, 1978). Ao contrário do que se 

esperava, não houve diferenças nas concentrações de ferro plasmático entre as C. 

d. collilinetaus reagentes e não reagentes para o teste sorológico de leptospirose.  
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3.5 CONCLUSÕES 

 

Apesar de aparentemente saudáveis, a avaliação dos parâmetros bioquímicos 

de C. durissus collilineatus sugere que as serpentes reagentes no teste de 

soroaglutinação microscópica possam apresentar inflamação e infecção mesmo com 

títulos de anticorpos considerados baixos para mamíferos. Por isso, sugere-se que 

seja utilizado o título 1:25 para triagem da SAM nessa espécie. 

C. d. collilineatus com títulos ≥100 alterações bioquímicas que sugerem a 

ocorrência de lesão renal grave e doença hepática, que são características da 

leptospirose. A avaliação bioquímica de répteis positivos para o teste sorológico 

pode ser importante para o diagnóstico da infecção por Leptospira spp., em 

associação ao teste de soroaglutinação microscópica, já que esses animais 

raramente apresentam sintomatologia clínica. Para isso, sugere-se que as 

concentrações de albumina, proteína total, globulinas e ácido úrico sejam 

analisadas, além da relação A/G.  
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ANEXO A - Parecer do Comitê de Ética na Utilização de Animais 
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ANEXO B - Autorização para atividades com finalidade científica SISBIO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

 

  



58 
 

 


